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1 Einleitung
1.1 Monozyten/Makrophagen
Monozyten sind Teil der zytogenetischen einheitlichen Zellen des Monozyten-Makrophagen-
Systems. Dieses System faßt Zellen mit ähnlichen zytomorphologischen und funktionellen
Merkmalen zu einer Gruppe zusammen. Das zytomorphologische Kriterium ist die starke
Kräuselung der Zellmembran, die funktionellen Merkmale sind Phagozytose und Pinozytose
sowie das ausgeprägte Adherenzvermögen dieser Zellen. Das Monozyten-Makrophagen-
System wird auch als „mononukleäres Phagozyten-System“ bezeichnet.
1.1.1 Reifung
Der Ursprungsort der Monozyten ist wie bei allen hämatopoetischen Zellen das
Knochenmark. Aus pluripotenten Stammzellen entwickeln sich dort myeloide
Vorläuferzellen, die die gemeinsame Vorstufe von Monozyten und Granulozyten bilden.
Diese myeloiden Vorläuferzellen werden auch als Kolonie formierende Einheit (CFU-GM)
bezeichnet  [1, 2]. Unter der Einwirkung humoraler Faktoren, vor allem M-CSF und GM-
CSF, entwickeln sich über verschiedene Vorstufen (Monoblast, Promonozyt) aus diesen
myeloiden Vorläuferzellen Monozyten [3, 4]. Dieser Prozeß dauert ca 6 Tage. Monozyten
wandern in unterschiedlichen Reifungsstadien aus dem Knochenmark in das Blut ein, wobei
Zellen mit runden Kernen die unreifste, Zellen mit gelappten Kernen die reifste Form
darstellen. Die Halbwertszeit von Monozyten im Blut variiert zwischen 1-3 Tagen [5]. Die
Proliferationsfähigkeit der Zellen läßt mit zunehmender Reifung nach, dagegen nimmt die
Fähigkeit zur Phagozytose, die Zahl der Lysosomen und die Expression von für die Funktion
wichtigen Oberflächenrezeptoren wie Fcγ-R und C3R zu [6].
Nach dem Eintritt in das Gewebe wandelt sich der Monozyt in Abhängigkeit von dem
jeweiligen Gewebsmilieu in eine der verschiedenen Makrophagenarten um [1]. Die
Transformation vom Monozyten zum Makrophagen findet sowohl in vivo als auch in vitro
statt. Grundsätzlich werden freie und weitgehend ortsständige Makrophagen unterschieden
[7]. Zu den ortsständigen Makrophagen gehören die Alveolarmakrophagen, die Makrophagen
des Peritoneums, der Pleura und des Perikards, der Sinusendothelien der Lymphknoten und
der Milz sowie die Kupffer Zellen der Leber. Trotz der Bezeichnung „ortsständig“ sind auch
diese Zellen mobilisierbar. Freie Makrophagen befinden sich im Knochenmark, in den
Lymphknoten, in der Milz und anderen Organen sowie unter der Bezeichnung Histiozyten im
Bindegewebe. Größe und Aussehen von Makrophagen wird durch ihre Funktion und von der
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Art und Menge des phagozytierten Materials bestimmt. Dabei können Makrophagen eine
Größe von bis zu 50 µm erreichen.
Bei einer akuten Entzündung kommt es zu einer schnellen Rekrutierung der erforderlichen
Makrophagen durch vermehrte Einwanderung von Blutmonozyten und Differenzierung [8].
Bei chronischen Prozessen dominiert dagegen die Neubildung von Makrophagen vor Ort
durch Proliferation, zudem verlängert sich deren Lebensdauer [4]. Während einer Entzündung
kommt es durch Zusammenlagerung von Makrophagen zur Ausbildung von mehrkernigen
Riesenzellen. Die Ausbildung von Riesenzellen ist ein weiteres Merkmal des Monozyten-
Makrophagen-Systems.
1.1.2 Makrophagen-Untergruppen
Tabelle 1-1 gibt eine Übersicht über die verschiedenen Makrophagen-Untergruppen und ihre
spezifischen Funktionen.
Tabelle 1-1: Einteilung der Gewebsmakrophagen nach ihrem Vorkommen im Organismus
Makrophagen-
Untergruppen
Vorkommen Strukturelle/funktionelle
Besonderheiten
Alveoläre
Makrophagen
Lunge - viele Subpopulationen
- in vitro Proliferation nach Gabe von CSF
- membrangebundene Einschlüsse mit
proteolytischen Enzymen
- wichtige Rolle bei Silicose, Asbestose,
Tuberkulose und Legionella Infektion
[9]
[10]
[11]
Kupffer Zellen Leber - heterogen in endozytischer und lysosomaler
Aktivität
- viele Oberflächenrezeptoren (Fc, CD14, CD33)
- Clearance löslicher und unlöslicher Substanzen
- Vermittler der Akutphase-Antwort über IL-6
Freisetzung
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
Makrophagen der
Milz
Milz - große Heterogenität
- Einschluß und Prozessieren fremder Antigene
- Interaktion mit B- und T-Zellen
- Phagozytose/Degradation roter Blutzellen
[17]
Makrophagen des
Knochenmarks
Knochen-
mark,Stroma
- Unterstützung der Hämatopoese [18]
[19]
Intestinale
Makrophagen
Lamina
propria des
Darmes
- in großer Anzahl in der Lamina propria
(Peyersche Plaques ) und in den Darm
assoziierten lymphatischen Geweben
[20]
Riesenzellen Niere - große vielkernige Zellen
- geringe Phagozytoseaktivität
- erhöhte Aktivität lysosomaler und
respiratorischer Enzyme
[21]
[22]
Weitere
Untergruppen
Subendothel
gr.Arterien,
Hirn/Nerven,
- zum größten Teil unbekannte Funktion [23]
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Die Migration und Verteilung der Monozyten an ihre Zielorgane, wo sie zu Makrophagen
ausdifferenzieren, scheint zufällig, da bisher keine Hinweise für vorprogrammierte Gewebe-
spezifitäten gefunden werden konnten. Außerdem erfolgt die Zuteilung der Monozyten zu den
Organen und Geweben und die Differenzierung in gewebespezifische Makrophagen ohne
Einwirken inflammatorischer Signale [24].
1.1.3 Funktionen von Makrophagen
Monozyten und Makrophagen sind Teil des angeborenen zellulären Immunsystems und sind
vor allem an potentiellen Eintrittsstellen des Körpers für Mikroorganismen zu finden.
Zu ihren Aufgaben gehören:
(A) Phagozytose und Zerstörung von Mikroorganismen:
Eindringende Mikroorganismen aktivieren Faktoren des Komplementsystems. Die dadurch
entstehenden Opsonine erleichtern und beschleunigen die Phagozytose durch Monozyten
und Makrophagen [25]. Phagozytose ohne Opsonine ist auch möglich, nämlich wenn der
Mikroorganismus bestimmte Oberflächenmarker trägt, die durch Makrophagen direkt
erkannt werden. Durch die Fusion der Phagosomen mit primären Lysosomen, welche
Granula-assoziierte antimikrobielle Proteine und Moleküle enthalten wie z.B. Proteasen,
Kollagenasen, Lipasen, Deoxyribonukleasen und reaktive Sauerstoffspezies können die
phagozytierten Partikel abgetötet werden. Makrophagen haben eine deutlich höhere
bakterizide Kapazität, wenn sie zuvor mit inflammatorischen Zytokinen wie IFNγ, TNFα
oder IL-1 aktiviert wurden [26]. Die Phagozytose dient nicht nur der Immunabwehr
sondern hat auch andere Funktionen; so werden im Übermaß anfallende eigene oder
fremde Substanzen von Makrophagen aufgenommen und gespeichert.
(B) Chemotaxis:
Eine große Anzahl von Rezeptoren für chemotaktische Faktoren (Leukotriene,
Komplementfaktoren C5a und C3b, IL-8, IFNγ,...) ermöglicht die Erkennung niedrigster
Konzentrationen dieser Moleküle und führt zur Adhäsion der Monozyten an die
Gefäßwand. Nach Migration durch das Endothel und anschließender Differenzierung
wandern die Makrophagen zum Ort der Entzündung [27].
(C) Antigen processing und Antigen-Präsentation:
Neben dendritischen Zellen und B-Zellen können auch Makrophagen Antigene
intrazellulär prozessieren und sind in der Lage, die antigenen Epitope mittels MHC
Molekülen der Klasse I und II auf ihrer Oberfläche zu präsentieren. Diese Antigen-
Präsentation ermöglicht erst die Erkennung durch T-Zellen und deren Aktivierung [28].
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(D) Sekretion:
Makrophagen sind in der Lage eine Vielzahl von Substanzen zu sezernieren, deren
Molekulargewichte zwischen 32 kDa und 440 kDa liegen. Es handelt sich bei diesen
Molekülen um Enzyme, Enzyminhibitoren, um Komponenten des Komplement- und des
Gerinnungssystems, reaktive Sauerstoffspezies, Zytokine und deren Inhibitoren [26].
(E) Kontrolle des Wachstums von Tumorzellen:
Makrophagen können das Wachstum von Tumorzellen vermindern und Tumorzellen
Antikörper-abhängig und -unabhängig lysieren [29, 30, 31].
1.2 Zytokine
Zur Aufrechterhaltung der Funktionen eines vielzelligen Organismus ist ein Informations-
austausch zwischen Gewebe und Zellen notwendig. Als Informationsüberträger stehen
höheren Lebewesen neuronale Strukturen und humorale Faktoren zur Verfügung. Das
Konzept der humoralen Vermittlung von Signalen mußte in den letzten Jahrzehnten um die
neuartigen Gewebshormone erweitert werden. Diese werden im Unterschied zu den
klassischen Hormonen von einer Vielzahl von Zellen und Geweben hergestellt und vermitteln
ihre Wirkungen hauptsächlich parakrin und autokrin. Zu den Gewebshormonen zählen sowohl
Arachidonsäuremetabolite wie auch Polypeptide und Proteine, z.B. Wachstumsfaktoren und
Zytokine. Als Zytokine werden diejenigen Proteine bezeichnet, die an der Regulation der
Effektorphase der angeborenen und spezifischen Immunreaktion beteiligt sind. Daneben
erfüllen sie noch eine Reihe weiterer Funktionen, so wirken sie z.B. an der Steuerung der
Hämatopoese mit oder lösen als Reaktion auf Traumata die Akutphase-Reaktion des Körpers
aus. Alle Zytokine wirken über bestimmte Oberflächenrezeptoren auf ihre Zielzellen. Nach
Übermittlung des Signals in den Zellkern kommt es zu einer Steigerung der
Transkriptionsrate bestimmter Gene oder auch zu einer Veränderung der Proliferationsrate
bestimmter Zellen.
1.3 Interleukin-6
Interleukin-6 (IL-6) gehört zu den Zytokinen, die bei der Akutphase-Reaktion der Leber eine
wichtige Rolle spielen [16, 32, 33, 34, 35]. Es ist ein pleiotrop wirkendes Zytokin [16, 36],
das von einer Vielzahl verschiedener Zellen wie z. B. Monozyten/Makrophagen, Kupffer-
Zellen, Neutrophilen, Mastzellen, B-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten,
vaskulären glatten Muskelzellen, Osteoblasten und intestinalen Epithelzellen sezerniert wird
[16, 37].
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Die Synthese von IL-6 wird durch Zytokine (z.B. IL-1, TNFα), Lipopolysaccharide (LPS)
oder virale Nukleinsäuren stimuliert [16, 37]. Biologisch aktives IL-6 ist ein O- und N-
glykosyliertes Protein mit einer Länge von 184 Aminosäuren und einem Molekulargewicht
von 26 kDa [38, 39]. Die Glykosylierung ist für die biologische Aktivität wichtig, so ist
deglykosyliertes IL-6 lediglich zu 35% aktiv [40].
IL-6 gehört in die Familie der sogenannten langkettigen 4-α-Helix-Bündel-Zytokine.
Charakteristisch für diese Zytokine sind vier antiparallel in einem Bündel angeordnete α-
Helices [41]. Weitere Mitglieder dieser Familie sind u.a. das Wachstumshormon (GH),
Prolaktin (PRL), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), Erythropoetin (Epo), IL-10,
IL-11, IL-12, Interferon α/β (IFNα/β ) und Leptin [42]. Tabelle 1-2 benennt die wichtigsten
biologischen Wirkungen von IL-6 auf hämatopoetische Zellen.
Tabelle 1-2: Die pleiotropen Funktionen von IL-6 [16, 35, 43, 44, 45]
Wirkt auf: Funktion/Reaktion:
B-Zellen - Immunglobulin (IgM, IgG, IgA)-Produktion
T-Zellen - Proliferation und Differenzierung
- Induktion der IL-2R-Expression und IL-2-Produktion
- Aktivitätssteigerung von nativen Killerzellen
- Differenzierung zu zytotoxischen Killerzellen
Hämatopoetische Stammzellen - Verstärkung der multipotenten hämatopoetischen
Kolonienbildung
Megakaryozyten - Reifung
Makrophagen - Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhöhte
Phagozytose; Expression von Fcγ-Rezeptoren, MHC-
Klasse I- und II-Molekülen und Adhäsionsmolekülen
- Verminderte Ausschüttung von IL-1 und TNF durch
Makrophagen
- Induktion der Expression von IL-1-Rezeptor-
Antagonisten und löslichen TNF-Rezeptoren
Hepatozyten - Synthese und Sekretion von APP vom Typ2 und
Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und Sekretion
von Typ1-APP
Knochen-Stoffwechsel - Osteoklastenbildung, Induktion der Knochenresorption
Blutgefäße - Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen durch
Induktion der PDGF-Produktion
- negative inotrope Wirkung
Zentrales Nervensystem - Auslösen von Fieber durch die Induktion von
Prostaglandin E2(PGE2)
- Neuronale Differenzierung
- Induktion der adrenocorticotropen Hormonsynthese
Plazenta - Sekretion von Chorion-Gonadotropin aus Trophoblasten
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1.4  Interleukin-6-Signaltransduktion
Die Bindung von IL-6 an den IL-6R ist der initiale Schritt in der Rezeptoraktivierung. Der IL-
6/IL-6R-Komplex interagiert mit dem Glykoprotein gp130 und die dadurch induzierte
Rezeptor-Dimerisierung [46, 47] führt zu einer Aktivierung der konstitutiv am gp130
assoziierten intrazellulären Janus-Kinasen (Jak1, Jak2, Tyk2) [48, 49, 50]. Die aktivierten
Janus-Kinasen können fünf Tyrosine (Y759, 767, 814, 905 und 915) von gp130 phos-
phorylieren. Die Rezeptor-Phosphorylierung ermöglicht nun sowohl STAT-Faktoren, der
Phosphatase SHP2, als auch dem feedback -Inhibitor SOCS3 über ihre SH2-Domänen spezi-
fisch an die verschiedenen Phosphotyrosine zu binden [50, 51]. Sowohl SHP2 als auch
SOCS3 werden über das Y759 an gp130 rekrutiert [52].
SHP-2 fungiert hier als Adaptorprotein und assoziiert mit Grb2 (growth factor receptor bound
protein), einem weiteren Adaptorprotein, welches über SH3-Domänen an den Guaninnukleo-
tid-Austausch-Faktor SOS (son of sevenless) gebunden ist. Der an die Plasmamembran rekru-
tierte Grb2/SOS-Komplex überführt das membrangebundene GDP-Ras in seine aktive Form,
GTP-Ras. Diese induziert die Phosphorylierung und Aktivierung der Serin/Threoninkinase
Raf-1. Über eine Kaskade von Serin/Threonin/Tyrosinkinasen (MAPKK) und Serin/Threonin-
kinasen (MAPK) kommt es zur Phosphorylierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren
(c-jun, c-myc, c-fos, NF-IL-6), welche die Expression von Ras-induzierbaren Genen
vermitteln [50]. Die biologische Antwort einer Ras-Aktivierung besteht in der Proliferation
und Differenzierung sensitiver Zellen.
1.5 Interleukin-10
IL-10 ist ein multifunktionales Zytokin mit diversen biologischen Wirkungen auf die meisten
hämatopoetischen Zellen [53]. Die wichtigste Wirkung von IL-10 scheint die Deaktivierung
von Makrophagen und anderen Antigen-präsentierenden Zellen (Dendritische Zellen, B-
Lymphozyten) zu sein [54, 55, 56, 57, 58]. Zudem reguliert IL-10 das Wachstum und/oder die
Differenzierung von B-Zellen, NK-Zellen, zytotoxischen und T-Helferzellen, Mastzellen,
Granulozyten, Keratinozyten, dendritischen und endothelialen Zellen [53]. Besonders
interessant ist, daß Homologe des IL-10-Gens in verschiedenen viralen Genomen gefunden
wurden, u.a. im EBV Genom und im Genom des humanen CMV [59, 60]. Diese homologen
Gene, die teilweise sogar IL-10 ähnliche biologische Effekte auslösen können [61], liefern
einen weiteren Hinweis auf die herausragende Rolle von IL-10 innerhalb der Entzündungs-
reaktion und des Immunsystems.
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Im Vergleich zu anderen Zytokinen unterdrückt IL-10 die Freisetzung von pro-inflamma-
torischen Zytokinen nach LPS-Inkubation von Makrophagen am stärksten [54, 62].
Verschiedene Zellen, darunter T- und B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen sezernieren IL-10 als Antwort auf einen Stimulus. Dazu zählen u.a. auch bakterielle
Endotoxine und Exotoxine sowie bestimmte Virus-Infektionen [53].
Tabelle 1-3 benennt die wichtigsten biologischen Wirkungen von IL-10 auf hämatopoetischen
Zellen.
Tabelle 1-3: Die pleiotropen Funktionen des IL-10 [53, 54, 58]
Wirkt auf: Funktion/Reaktion:
B-Zellen - steigert das Überleben und beeinflußt die Differenzierung
von B-Zellen
- dient als Kofaktor für die Proliferation von reifen und
unreifen B-Zellen
T-Zellen - hemmt die Proliferation von CD4 positiven Zellen
- hemmt die Produktion von IL-2 und anderen Zytokinen
- stimuliert die Proliferation und Zytotoxizität von CD8
positiven Zellen
- kann Anergie induzieren
Monozyten und Makrophagen - hemmt die Produktion von IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10 selbst,
IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF, TNF-α, LIF und PAF
- hemmt die Produktion von CC (MCP-1, MCP-5, MIP-1α,
MIP-1β, MIP-3α, MIP-3β, RANTES, MDC) und CXC
Chemokinen (IL-8, IP-10, MIP-2)
- erhöht die Expression von Rezeptoren (PAF-R, fMLP-R
CCR1, CCR2, CCR5, IL-1R1 und IL-1R2)
- steigert die Produktion von IL-1RA, löslichem p55 und p75
TNF-R
- hemmt die Synthese von PGE2, Gelatinase und Kollagenase
- steigert die Synthese von TIMP und Hyaluronectin
- hemmt die Expression von MHC Klasse II Antigenen
(CD54, CD80, CD86)
- steigert die Expression von CD14, CD16, CD64 und CD163
- steigert die Phagozytosefähigkeit
Neutrophile Granulozyten - hemmt die Produktion verschiedener Zytokine und
Chemokine
- hemmt die Phagozytose und schwächt die mikrobizide
Aktivität
- reduziert die Migration
- steigert die Produktion von IL-1R-Antagonist
Dendritische Zellen (DC) hemmt die Differenzierung unreifer DC und hemmt damit
inflammatorische Th1-Antworten
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Biologisch aktives IL-10 ist ein 178 Aminosäuren langes, konserviertes Polypeptid mit einem
18 AS langen Signalpeptid. Murines IL-10 und humanes IL-10 zeigen 73% Sequenz-
homologie. Humanes IL-10 wirkt in Mensch und Maus, das murine IL-10 dagegen nur in der
Maus [53]. IL-10 bildet ein Homodimer aus zwei nicht kovalent assoziierten 18 kDa
Untereinheiten ähnlich dem verwandten Interferon-γ. In der nativen Form ist humanes IL-10
nicht glykosyliert und zeigt eine 4-alpha-Helixbündelstruktur auf [53].
1.6 Interleukin-10-Signaltransduktion
IL-10-Rezeptoren werden den Klasse II-Zytokin-Rezeptoren zugeordnet, weitere Mitglieder
dieser Gruppe sind die Rezeptoren der Typ1- und Typ2-Interferone und des Tissue Factors
[53, 63]. Die extrazellulären Domänen von Klasse-II-Zytokin-Rezeptoren unterscheiden sich
von den verwandten Klasse I-Zytokin-Rezeptoren durch eine bestimmte Cysteinsequenzfolge
und die Abwesenheit des WSXWS-Motivs.
Das Gen für den humanen IL-10R1 wurde 1994 aus einer cDNA-Bank der Burkitt-Lymphom-
Zell-Linie BJAB kloniert und kodiert ein 3,6-kb mRNA Transkript [64, 65]. Das vollständige
Protein besteht aus 578 Aminosäuren, welches im nativen Zustand stark glykosyliert vorliegt
und 60% homolog zur murinen Form ist. Der IL-10R1 bindet homodimeres IL-10 mit einer
Kd von 50-200 pM und besitzt zwei redundante intrazelluläre YXXQ Motive, die in der
phosphorylierten Form durch STAT3 erkannt werden [66, 67, 68, 69]. IL-10R1 wird auf
hämatopoetischen Zellen konstitutiv, auf nicht hämatopoetischen Zellen nach Induktion
exprimiert [63]. Die Tyrosinkinase Jak1 ist konstitutiv nicht kovalent mit dem IL-10R1
assoziert [66].
vIL-10 bindet ebenfalls an den IL-10R1, allerdings mit einer 1000-fach geringeren Affinität
[61]. Dieser Unterschied in der Affinität wird durch die unterschiedliche Sequenz und
Struktur des N-Terminus des vIL-10 im Vergleich zu humanem IL-10 erklärt, da der
N-Terminus für die Bindung von IL-10 entscheidend ist [70]. Im Gegensatz zum murinen
IL-10R1, der sowohl murines als auch humanes IL-10 bindet, interagiert der humane IL-10R1
ausschließlich mit humanem IL-10.
Die Funktion des CRF2-4-Proteins war lange unbekannt, bis 1997 von Pestka und seinen
Mitarbeitern gezeigt wurde, daß CRF2-4 den bisher vermuteten, aber nicht nachgewiesenen
zweiten Rezeptor des IL-10-Signalkomplexes darstellt [71, 72]. Das humane IL-10R2-Gen
auf Chromosom 21 kodiert für ein 2,0 kb mRNA Transkript, das reife Protein ist 325 AS lang
und 69% homolog der murinen Form. Die Funktion des IL-10R2 scheint darin zu bestehen, in
der Gegenwart von IL-10 eine weitere Janus-Kinase, nämlich Tyk2, zum IL-10-Signal-
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komplex zu rekrutieren [71]. An der Bindung von IL-10 an den IL-10 Rezeptorkomplex ist
CRF2-4 nicht beteiligt.
Mehrere Hinweise belegen die Funktion von CRF2-4 als IL-10R2 [63]:
- CRF2-4 kann mit dem IL-10R1 nach Stimulation mit IL-10 koimmunpräzipitiert werden.
- CRF2-4 k.o. Mäuse zeigen ebenso wie IL-10 k.o. Mäuse schwere Enterokolitiden [72].
- Anti-IL10R2-Antikörper blockieren IL-10 Antworten.
CRF2-4 wurde ebenfalls als Rezeptor für IL-TIF/IL-22 nachgewiesen. Da CRF2-4 in vielen
Zelltypen exprimiert wird, ist eine Rolle von CRF2-4 als Rezeptor für weitere Liganden
wahrscheinlich.
Die Bindung von homodimerem IL-10 an zwei benachbarte IL-10R1 hat die Assoziation des
IL-10R2 mit dem IL-10R1 zur Folge und induziert die Tyrosin-Phosphorylierung von Jak1
und Tyk2, die trans-Phosphorylierung des IL-10R1 und die Aktivierung von STAT1, STAT3
und in nicht mononukleären Zellen auch von STAT5 mit nachfolgender Translokation in den
Zellkern [67]. Jak1 und STAT3 sind für die IL-10 vermittelte Signaltransduktion essentiell
[ 69, 73]. Der Mechanismus der Rekrutierung des IL-10R2 ist noch nicht geklärt.
1.7 Der Jak/STAT-Signalweg
Die Aktivierung von Janus-Kinasen und STAT-Faktoren durch Zytokine folgt einem
allgemeinen Prinzip [74]. STAT steht für signal transducer and activator of transcription und
beschreibt die Funktion dieser Transkriptionsfaktoren als Bindeglied in der Zytokin-
Signaltransduktion. Die Aktivierung der STAT-Faktoren durch die Janus-Kinasen erfolgt
nach Bindung der STAT-SH2-Domäne an die Phosphotyrosinreste der Zytokin-Rezeptoren.
Nach der Phosphorylierung konservierter Tyrosinreste (Tyr701 und Tyr705 in STAT1 bzw.
STAT3) translozieren STAT Homo- und/oder Heterodimere in den Zellkern und binden an
die Promotoren Zytokin-responsiver Gene. Die Domänen-Struktur der STAT-Proteine ist
nach Becker et al. [75] in der Abbildung 1-1 dargestellt.
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Die Janus-Kinasen werden auf Grundlage von Sequenzanalysen in sieben Jak-Homologie
(JH)-Domänen unterteilt (Abbildung 1-1). Bei der C-terminalen JH1-Domäne handelt es sich
um eine Kinase-Domäne. Die hierzu homologe JH2-Domäne wird wegen der fehlenden
enzymatischen Aktivität allgemein als kinase-like-Domäne bezeichnet. Die Funktion dieser
Domäne sowie der restlichen JH-Domänen (JH3-JH7) ist noch nicht bekannt. Es wurde
jedoch gezeigt, daß die N-terminalen Regionen (JH3-JH7) der Janus-Kinasen an der
Rezeptor-Bindung beteiligt sind [76, 77, 78, 79]. Man nimmt an, daß die Janus-Kinasen mit
den konservierten Membran-proximalen Box1/Box2-Regionen der Zytokin-Rezeptoren inter-
agieren [80, 81].
In den meisten Zellsystemen ist die Aktivierung der STAT-Proteine transient. Dies weist
darauf hin, daß effiziente Mechanismen der Regulation und Inaktivierung vorhanden sein
müssen. Zur Zeit werden verschiedene Möglichkeiten diskutiert:
- die Dephosphorylierung des Rezeptors oder der anderen Signalproteine wie STAT-
Faktoren oder Janus-Kinasen durch zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatasen
- die Degradation der STAT-Faktoren durch nukleäre Proteasomen [82]
- die Dephosphorylierung der in den Zellkern translozierten STAT-Faktoren durch eine
Tyrosin-Phosphatase [83]
- Synthese intrazellulärer Inhibitoren (z.B. Proteine der SOCS- und PIAS-Familie), welche
mit den Signalmolekülen interagieren [84, 85, 86, 87, 88]
1.8 Regulatorische Proteine des JAK/STAT-Signalweges
1.8.1 SHP2
Die SH2-Domänen enthaltende Protein-Tyrosin-Phosphatase 2 (SHP2) ist ein ubiquitär
exprimiertes Protein mit einer Länge von 593 Aminosäuren und einer molekularen Masse von
Abbildung 1-1: Domänenstruktur von Janus-Kinasen und STAT-Faktoren
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65 kDa. Sie besitzt zwei N-terminale SH2-Domänen gefolgt von einer Phosphatasedomäne,
die sich von Aminosäure 273 bis 510 erstreckt. Die SHP2 hat eine geringe Basalaktivität, die
durch Deletion einer oder beider SH2-Domänen oder durch spezifische SH2-Domänen
bindende Phosphopeptide stark erhöht werden kann [89, 90]. Die Kristallstruktur der SHP2
zeigt, daß die N-terminale SH2-Domäne in den katalytischen Spalt der Phosphatase-Domäne
ragt und so die Phosphatase in einem autoinhibitorischen Status hält. Die Bindung eines
spezifischen Phospho-Tyrosin-Motives an die SH2-Domäne hebt die hemmende Interaktion
auf und führt zur Aktivierung [91]. Durch Sequenzvergleich der SHP2-Bindungsstellen im
PDGF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und IRS-1 wurde das Motiv YXXL/V/I als potentielle
Bindungssequenz der SH2-Domäne von SHP2 abgeleitet [92].
1.8.2 SOCS-Proteine
Eine andere Familie von Inhibitoren der Signaltransduktion von Zytokinen wurde von
mehreren Arbeitsgruppen entdeckt und suppressors of cytokine signaling (SOCS), Jak-
binding protein (JAB), STAT-induced STAT inhibitor (SSI) oder cytokine-inducible SH2
containing proteins (CIS) genannt [84, 85, 86, 93].
Acht Mitglieder dieser Familie (CIS und SOCS1-SOCS7) sind bis jetzt kloniert und besitzen
eine gemeinsame Struktur: eine variable N-terminale Region, eine zentrale SH2-Domäne und
Abbildung 1-2: Mitglieder der SOCS-Familie
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ein konserviertes C-terminales Motiv, das als SOCS-Box bezeichnet wird [94].
Oft wird ein geringer Spiegel an mRNA von SOCS1, SOCS2, SOCS3 und CIS in
unstimulierten Zellen beobachtet, die Expression dieser Gene wird jedoch durch die Induktion
einiger Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone (Abbildung 1-2) innerhalb von 15-30
Minuten stark erhöht [84, 85, 95].
Die Mitglieder der SOCS-Familie inhibieren den Jak/STAT-Weg durch Hemmung der
Kinaseaktivität der Jaks. Die Rekrutierung der unterschiedlichen SOCS-Proteine an die
Rezeptor-Komplexe erfolgt auf unterschiedliche Weise [95]. Einige Mitglieder binden
hochaffin an phosphorylierte Tyrosine der Zytokinrezeptoren (CIS, SOCS3), andere direkt an
die Janus-Kinasen (SOCS1). Da SOCS-Gene durch Zytokine aktiviert werden und da die
entsprechenden SOCS-Proteine den Zytokin-induzierten Signalweg inhibieren, hält man
SOCS-Proteine für einen Teil eines klassischen feedback-loop dieser Signalkaskaden.
Kürzlich wurde herausgefunden, daß SOCS3 durch verschiedene Wachstumsfaktoren (EPO,
EGF, PDGF) und Zytokine (IL-2) phosphoryliert wird und daß Tyrosin-phosphoryliertes
SOCS3 mit der Ras/Raf/MAPK-Kaskade interagiert und auf diese Weise das Signal für
Proliferation und cell-survival erhalten bleibt, während das STAT-Signal blockiert wird [96].
1.8.3 PIAS-Proteine
Eine andere Gruppe von Proteinen, die negativ auf den Jak/STAT-Signalweg einwirken
können, sind die protein inhibitors of activated STATs (PIAS) [87, 88]. Zur Zeit sind vier
Mitglieder dieser Inhibitorenfamilie bekannt, aber nur für PIAS1 und PIAS3 wurde gezeigt,
daß sie spezifische Hemmer des STAT-Signalweges sind. PIAS1 assoziiert mit
phosphorylierten STAT-Faktoren, wobei die PIAS-STAT Interaktion hochspezifisch ist und
über den N-terminalen Bereich von PIAS vermittelt wird [97]. PIAS1 assoziiert nur mit
STAT1, aber nicht mit STAT3, während PIAS3 nur an STAT3 bindet [87, 88].
1.9 Spezifität der STAT-Faktoren
Aus der Tatsache, daß es mehr als 30 bekannte Zytokine und Hormone gibt, die über den
Jak/STAT-Weg signalisieren, aber nur sieben unterschiedliche STAT-Faktoren, ergibt sich
die Frage nach der Spezifität der STAT-Faktor-Aktivierung. Es hat sich gezeigt, daß die
Wirkung vieler Zytokine in hohem Maße redundant ist; z.B. aktivieren alle Zytokine, die die
signaltransduzierende Kette gp130 benutzen, STAT3 [50]. Ein anderes Beispiel für die
Aktivierung gleicher Transkriptionsfaktoren durch unterschiedliche Polypeptid-Liganden ist
die Signaltransduktion durch die Rezeptoren für Wachstumshormon, Prolaktin, Erythropoetin
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und den Megakaryozyten-Wachstumsfaktor. Alle diese Rezeptoren aktivieren präferentiell
STAT5 [74].
Für die spezifische Aktivierung der STATs sind nicht die Janus-Kinasen verantwortlich. Eine
Überexpression von Janus-Kinasen führt zu einer unspezifischen Phosphorylierung aller
endogenen Jak- und STAT-Proteine [98]. Vielmehr ist die Spezifität der STAT-Faktor-
Aktivierung in der Interaktion zwischen STAT-Faktoren und Zytokin-Rezeptoren begründet.
Für den Interferon-γ-Rezeptor wurde gezeigt, daß die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
STAT1 durch das Tyrosin-Motiv Y440DKPH innerhalb des zytoplasmatischen Teils der IFNγ-
Rezeptor α-Kette vermittelt wird [99, 100].
Auch im Falle des gp130 sind kurze, phosphorylierte Tyrosin-Motive für die STAT-
Aktivierung verantwortlich. Die zytoplasmatische Domäne des gp130 enthält sechs
Tyrosinreste, vier davon besitzen die Konsensus-Sequenz YXXQ und sind in der Lage,
STAT3 zu aktivieren, wenn sie als isolierte Motive angeboten werden. Genauere Studien
ergaben, daß die Tyrosinmodule Y767RHQ und Y814FKQ spezifisch STAT3 aktivieren,
während die Motive Y905LPQ und Y915MPQ sowohl die Aktivierung von STAT3 als auch von
STAT1 ermöglichen [101].
1.10 Pro- und anti-inflammatorische Eigenschaften von IL-6 und IL-10
1.10.1 Interleukin-6
Eine wichtige Funktion von IL-6 ist die Induktion der Akutphase-Reaktion der Leber [16].
Diese biologische Wirkung von IL-6 wird als pro-inflammatorisch eingeordnet, ebenso wie
weitere IL-6 induzierte Reaktionen, z.B. die Aktivierung von T-Zellen, die Induktion der
Knochenresorption und die gesteigerte Synthese von Fieber auslösenden Prostaglandinen.
Neben diesen pleiotropen Wirkungen konnte auch die Bedeutung des IL-6-signalings bei
verschiedenen Erkrankungen nachgewiesen werden. So gibt es zum Beispiel Hinweise, daß
IL-6 bei Autoimmun-Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, u.a.), AIDS (HIV-Infektion,
Kaposi´s Sarkom), B-Zell-Neoplasien (Myelom) und bei der Osteoporose eine
entzündungsverstärkende Rolle spielt [35, 102]. Dem trans-signaling von IL-6 wird eine
auslösende Funktion bei entzündlichen Darmkrankheiten zugeschrieben [103].
Zu den anti-inflammatorischen Wirkungen des IL-6 gehört die Expression des IL-1-Rezeptor-
Antagonisten und von löslichen TNF-Rezeptoren sowie die verminderte Freisetzung von IL-
1β und TNFα in Makrophagen [50].
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Wegen der Vielzahl der pro-inflammatorischen Reaktionen gegenüber den anti-
inflammatorischen wird IL-6 eher als entzündungsförderndes Zytokin betrachtet [50].
1.10.2 Interleukin-10
IL-10 ist das Interleukin mit der stärksten deaktivierenden Wirkung auf Makrophagen und
neutrophile Granulozyten, den Entzündungszellen des angeborenen Immunsystems [53].
Dieses Zytokin hemmt auch die Differenzierung von Dendritischen Zellen und die
Proliferation von CD4 positiven Zellen als Trägern der zellulären erworbenen Immunität
[104].
IL-10 ist aber auch einer der stärksten Faktoren für die Synthese von Antikörpern von reifen
B-Zellen und stimuliert die Proliferation von zytotoxischen T-Zellen. Klinische und
tierexperimentelle Untersuchungen belegen die große Bedeutung von IL-10 bei chronisch
entzündlichen Darmkrankheiten und Autoimmunkrankheiten [105, 106]. In Studien mit M.
Crohn-Patienten wirkte IL-10 protektiv auf die Darmschleimhaut und verbesserte den
Krankheitsverlauf [107]. Bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes konnten
bestimmte Genpolymorphismen und eine erhöhte IL-10-Konzentration im Blut nachgewiesen
werden [108].
Wegen der ausgeprägten anti-inflammatorischen Wirkungen von IL-10 wird dieses Zytokin
derzeit als dasjenige mit der stärksten entzündungshemmenden Wirkung angesehen [53].
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1.11 Ziele der Arbeit
Sowohl IL-6 als auch IL-10 aktivieren in hämatopoetischen Zellen vor allem STAT3; dieser
Transkriptionsfaktor ist für die Signaltransduktion beider Zytokine essentiell [66]. Trotz der
ähnlichen Signaltransduktion bewirken IL-6 und IL-10 jedoch unterschiedliche biologische
Effekte in Makrophagen. Ein Beispiel dafür ist, daß IL-10 viel stärker als IL-6 nach LPS-
Stimulation die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokinen (IL-1β, IL-8, IL-12, TNFα) unter-
drückt, wie in Maus-Makrophagen bereits gezeigt wurde [109]. STAT3 ist besonders wichtig
für die Deaktivierung von Makrophagen, wie Experimente mit organspezifischen STAT3 k.o.
in Makrophagen gezeigt haben [110].
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, die Signaltransduktion von IL-6 und IL-10 in
Makrophagen miteinander zu vergleichen. Ein wichtiger Aspekt sollte dabei der Vergleich der
Sensitivität der durch IL-10 und IL-6 induzierten Signaltransduktion auf proinflammatorische
Mediatoren wie LPS, PMA, TNFα und IL-1β sowie auf feedback-Inhibitoren wie SOCS3
sein.
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in p. A.-Qualität eingesetzt und von den Firmen AGS (Heidelberg),
BioRad (München), Biotest (Dreieich), Boehringer (Mannheim), Calbiochem (Bad Soden),
Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Schwalbach), Nycomed (Oslo,
Norwegen), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), PAA Industries (Marburg), Sigma
(Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England) bezogen. In der Methodenbeschreibung
wird näher auf die verwendeten Chemikalien eingegangen.
Radiochemikalien:
[α32P]dATP Amersham Buchler, Braunschweig
2.1.2 Puffer und Medien
Alle Puffer und Medien wurden in wässriger Lösung (Qualität: Millipore) angesetzt. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien wird in der Methodenbeschreibung
näher erläutert.
2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen Becton Dickinson (New
Jersey), DuPont (Dreireich), Eppendorf (Hamburg), Millipore (Eschborn), Nalgene
(Rochester), Sartorius (Göttingen), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen) und Whatman
(Maidstone, England).
2.1.4 Nährmedien für die Zellkultur
RPMI 1640 (Sigma)
L-Glutamine (Sima)
Spinner Medium (Life Technologies)
Humanserum (eigene Herstellung und PAA-Industries)
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2.1.5 Zytokine
IL-6 rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al.
(1991) [111] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster zur Verfügung
gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 2x106 BSF2 (B-cell stimulatory
factor-2) U/mg Protein.
IL-11 rekombinantes humanes IL-11 von Boehringer (Mannheim)
IL-10 rekombinantes humanes IL-10 von Boehringer (Mannheim)
IFNγ rekombinantes humanes IFNγ von Boehringer (Mannheim)
IFNα rekombinantes humanes IFNα von Boehringer (Mannheim)
TNFα rekombinantes humanes TNFα von Boehringer (Mannheim)
IL-1β rekombinantes humanes IL-1β von Boehringer (Mannheim)
LPS LPS von E.coli von Sigma (Deisenhofen)
PMA PMA von Sigma (Deisenhofen)
2.1.6 Antikörper
Tabelle 2-1: Benutzte Antikörper. WB: Western-Blot, IP: Immunpräzipitation,
Name Eigenschaften Herkunft Einsatz in
Ziege-anti-
Maus IgG
Polyklonaler Antikörper gegen den konstanten
Bereich von Maus-Immunglobulin;
Dako WB
Kaninchen-anti-
Maus IgG
Polyklonaler Antikörper gegen den konstanten
Bereich von Maus-Immunglobulin;
Dako WB
PY99 Monoklonaler Antikörper gegen
Phosphotyrosin
Santa Cruz
Biotech.
WB
4G10 Monoklonaler Antikörper gegen
Phosphotyrosin
Upstate Lab. WB
Anti-Jak1 Polyklonales Antiserum gegen Jak1 Santa Cruz
Biotech.
WB, IP
Anti-Jak2 Polyklonales Antiserum gegen Jak2 Upstate
Biotech.
WB, IP
Anti-Tyk2 Monoklonaler Antikörper gegen Tyk2 Transduction
Lab.
WB; IP
Jak1 serum Polyklonales Antiserum gegen Jak1 A. Ziemiecki WB; IP
Jak2 serum Polyklonales Antiserum gegen Jak2 A. Ziemiecki WB; IP
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Name Eigenschaften Herkunft Einsatz in
Anti-Jak3 Monoklonaler Antikörper gegen Jak3 Santa Cruz
Biotech.
WB, IP
Anti--SHP2 Polyklonaler Antikörper gegen SHP2 Santa Cruz
Biotech.
WB
Anti-STAT1 Polyklonales Antiserum gegen STAT1
(N-Terminus)
Transduction
Lab.
WB
Anti-STAT1 Polyklonales Antiserum gegen STAT1
(C-Terminus)
Santa Cruz
Biotech.
WB
Anti-STAT3 Polyklonales Antiserum gegen STAT3 Santa Cruz
Biotech.
WB
Anti-STAT3 Monoklonaler Antikörper gegen STAT3
(N-Terminus)
Transduction
Lab.
WB
Anti-STAT1-PY Polyklonaler Antikörper gegen Tyrosin-
phosphoryliertes STAT1 (Tyr 701)
New
England
Biolabs
WB
Anti-STAT3-PY Polyklonaler Antikörper gegen Tyrosin-
phosphoryliertes STAT3 (Tyr 705)
New
England
Biolabs
WB
Anti-STAT1-PS Polyklonales Antiserum gegen Serin-
phosporyliertes STAT1 (Ser 727)
Upstate
Biotech.
Supershift
Anti-STAT3 Polyklonales Antiserum gegen STAT3 Mueller-
Esterl
Supershift
2.2 Allgemeine zellbiologische Methoden
2.2.1 Isolation und Kultivierung primärer humaner Monozyten aus Buffy coats
Zur Isolation der Monozyten aus frischen Buffycoats (Transfusionsmedizin, RWTH Aachen)
wurde das Zellgemisch über zwei Gradienten aufgereinigt. Wenn nicht anders vermerkt,
wurden alle Isolationsschritte bei Raumtemperatur durchgeführt. Außerdem mußte darauf
geachtet werden, daß das Blut bzw. die Zellen verschiedener Spender nicht miteinander
vermischt wurden und daß die Isolationsprozedur möglichst zügig durchgeführt wurde.
Langes Stehen der Zellen als Sediment und ohne Medium verringerte die Ausbeute durch
adhärierende Monozyten.
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Im ersten Gradienten wurden pro großem Falcon Tube (50 ml) über 30 ml Lymphoflot
(Biotest) jeweil 20 ml Blutvolumen geschichtet und ohne Bremse bei 1.000×g 20 Minuten
zentrifugiert. Die Interphase, bestehend aus peripheren blutmononukleären Zellen (PBMC),
wurde großzügig abgenommen, pro Spender in einem Falcon Tube gepoolt und drei mal mit
jeweils 50 ml Spinner Medium (Life Technologies) gewaschen. Beim ersten Waschschritt
wurde mit 400×g 10 Minuten zentrifugiert, bei den letzten beiden Waschschritten mit 230×g
ebenfalls 10 Minuten. Vor Zentrifugation des letzten Waschschrittes wurden pro Tube 500 µl
Zellsuspension in ein EDTA-Röhrchen überführt und am Coulter Counter (Becton Dickinson)
die Zellzahl bestimmt. Nach der Zentrifugation wurden die Zellpellets in jeweils 3 ml Spinner
Medium resuspendiert.
Damit der zweite Gradient bei Bedarf sofort zur Verfügung stand, wurde während der
Zentrifugationszeit des ersten Gradienten ein Percoll Gradient hergestellt. Dazu wurden
49,5 ml Percoll (Sigma), 5,5 ml 10×PBS und 45 ml Spinner Medium gemischt. Je 30 ml
dieser Mischung wurden in ein Beckmann-Röhrchen (Nalgene) pipettiert und 10 Minuten bei
17.000×g ohne Bremse zentrifugiert. Vorsichtig wurden die 3 ml Zellsuspension aus dem
ersten Gradienten auf den entstandenen Percoll-Gradienten geschichtet und ohne Bremse für
40 Minuten bei 532×g zentrifugiert. Die Interphase im oberen Drittel des Gradienten wurde
abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Es folgten erneut die drei Waschschritte wie
beim ersten Gradienten und die Messung der Zellzahl im Coulter Counter. Lag die Ausbeute
der Zellen aus dem zweiten Gradienten bei ca. 30% verglichen mit der gemessenen Zellzahl
der PBMC, konnte von einem guten Reinheitsgrad der isolierten Monozyten ausgegangen
werden, was sich in lichtmikroskopischen Untersuchungen der in Kultur adhärierenden Zellen
widerspiegelte.
Das Zellsediment wurde in RPMI 1640 mit Zusatz von 1% L-Glutamin und 5% Humanserum
resuspendiert und in einer Zelldichte von je nach Verwendung 1-2 × 106 / ml auf
Gewebekulturschalen Antibiotika-frei kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 30-45
Minuten bei 37°C und 5% CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre kam es zur ersten
Adhärenz der Monozyten. In dieser Phase war es möglich, durch zweimaliges Waschen mit
Spinner Medium die primären adhärenten Monozyten von den restlichen nicht adhärenten
Fremdzellen zu reinigen. Nach der Adhärenzreinigung wurde erneut Kulturmedium
zugegeben. Nach einigen Stunden gingen die Monozyten wieder in Suspension, um nach
spätestens 4 Tagen Kultur zum zweiten Mal dauerhaft zu adhärieren. Zellen nach der zweiten
Adhärenz werden im folgenden als Makrophagen bezeichnet, Suspensionszellen wenige
Stunden nach der ersten Adhärenz als Monozyten. Makrophagen wurden für Untersuchungen
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entweder am Kulturtag 4 verwendet oder es erfolgte an diesem Tag ein Mediumwechsel.
Dann wurden die Zellen mit dem frischen Kulturmedium mindestens zwei weitere Tage
kultiviert und erst am 6. oder 7. Kulturtag stimuliert.
2.2.2 Herstellung von Humanserum aus Vollblutspenden
Das Humanserum für die Monozyten/Makrophagenkultivierung wurde aus Vollblutspenden
gesunder Probanden hergestellt. Während des Herstellungsprotokolls wurden die Seren
verschiedener Spender nicht gemischt.
Das Blut wurde sofort nach Entnahme in zentrifugierbare Gefäße überführt, 1 Stunde bei
37°C im Wasserbad inkubiert und danach für 24 Stunden bei 4°C gelagert, bis sich der
Blutkuchen absetzte. Es folgte das Abzentrifugieren der festen Bestandteile für 20 Minuten,
1.800×g bei 4°C. Der Serumüberstand wurde abgenommen, in neue Falcon Tubes überführt, 1
Stunde bei 56°C im Wasserbad hitzeinaktiviert und erneut zentrifugiert, um mögliche
Koagulationsreste zu separieren. Die Überstände wurden abgenommen und mit nicht
pyrogenen Filtern einer Porengröße von 0,2 µm sterilfiltriert. Vom Serum eines jeden
Spenders wurde ein Aliquot von 1 ml zur Messung von IL-6 und TNFα entnommen. Das
restliche Serum wurde bis zur Verwendung in Volumina von 50 ml bei –20°C gelagert.
Um mögliche unentdeckte Infektionen der Spender oder Einbringen von LPS in das Blut
während der Prozedur auszuschließen, erfolgte für jedes hergestellte Serum eine Messung der
Entzündungsparameter IL-6 und TNFα im Immulight nach Anleitung des Herstellers. Nur
Seren mit IL-6- und TNFα−Werten unter 11,3 pg/ml bzw. 8,1 pg/ml (Richtwerte nach
Information der Blutbank) wurden für die Kultivierung der Monozyten/Makrophagen
verwendet, wobei nach dem Auftauen mindestens 4 Seren verschiedener Spender zu gleichen
Teilen gepoolt wurden.
Gepooltes Serum ist bei 4°C mehrere Tage haltbar.
2.2.3 LPS-freies/armes Arbeiten
Um geringstmöglichen Kontakt der Monozyten/Makrophagen mit Lipopolysaccariden (LPS)
zu garantieren, mußten alle Lösungen und Materialien, die mit diesen Zellen während
Isolation, Kultur und Stimulation in Kontakt kamen, auf LPS getestet sein. Materialien wie
Tubes und Einmalpipetten (Falcon), Pipettenspitzen (Eppendorf), Kulturschalen (Sarstedt),
Skalpelle (Feather) und Lösungen wie RPMI 1640, L-Glutamin (Biowhittaker), Spinner
Medium (Life Technologies), Lymphoflot (Biotest), Aqua ad Injectabilia (Delta Pharma)
wurden vom Hersteller LPS-frei geliefert.
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Pasteur-Pipetten wurden nach Hitzesterilisation durch Abflammen von LPS befreit.
Die wiederverwendbaren Beckmann-Röhrchen wurden nach gründlicher Reinigung wie folgt
behandelt:
- 2 × waschen mit deionisiertem Wasser
- 2 × waschen mit Millipore behandelten Wasser
- auffüllen mit 70% Ethanol, Inkubation über Nacht zerstört LPS [112]
- 2 × waschen mit Aqua ad Injectabilie
- autoklavieren, 15 Minuten
- bei 70°C gut trocknen lassen
- nach Abkühlen gebrauchsfertig.
Die LPS-Freiheit der Percoll Lösung wurde im eigenen Labor mit dem limulus amoebocyte
limusate test (LAL-Test, Kappes Laborservice) nach Anleitung des Herstellers getestet. Die
Sensitivität des Testes liegt bei 1 pmolar.
Die 10 × PBS-Lösung wurde nach folgendem Protokoll selber hergestellt und mit dem LAL-
Test auf LPS-Freiheit getestet:
- Reinigung des Glasbehältnisses wie bei den Beckmann-Röhrchen
- 2 sterile, LPS-freie PBS Tabletten (GIBCO BRL) auf 100 ml mit
Aqua ad Injectabilie auflösen
- Gefäß zum Lösen der Tabletten 15 Minuten autoklavieren
Das verwendete FKS stammte aus getetsteten low-endotoxin Chargen der Firma Biowhittaker.
Die Herstellung absolut Endotoxin-freien Serums ist nicht möglich, da sich auch im Blut
gesunder Tiere immer Spuren von LPS befinden.
2.2.4 Stimulation und Ernte der primären Zellen
Primäre humane Makrophagen:
Die adhärenten Makrophagen wurden nach 4 bis 5 Tagen ohne Mediumwechsel verwendet.
Wenn die Stimulation an einem späteren Kulturtag stattfinden sollte, wurde am Kulturtag 4
ein Mediumwechsel vorgenommen. Dann konnten die Zellen erst wieder an Tag 6/7 stimuliert
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werden, um auszuschließen, daß es zu einer Aktivierung der Zellen durch die Zugabe frischen
Serums kam.
Die Stimulation der Zellen mit verschiedenen Zytokinen und Mediatoren erfolgte durch
Zugabe direkt in das Medium. Nach der vorgesehenen Inkubationszeit im Brutschrank
(wassergesättigt, 37°C, 5% CO2) wurden die Zellen auf einem Eisbad abgekühlt und 2× mit je
10 ml PBS + 0,1 mM Na-Vanadat gewaschen. Nach dem Absaugen der Überstände wurde je
nach Verwendung der zugehörige Puffer auf die Zellen gegeben, die Makrophagen
abgeschabt und in Eppendorfreaktionsgefäßen weiterverarbeitet.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen
Die Isolation der Gesamt-RNA aus primären Zellen erfolgte mit dem RNeasy mini kit der
Firma Qiagen (Hilden) nach Anweisung des Herstellers. Es handelt sich dabei um eine
Aufreinigung der RNA über Bindung an ein spezielles Säulenmaterial. Die Homogenisierung
der Zellen wurde mit Qiashreddern (Qiagen) durchgeführt.
2.3.2 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren
Die quantitative Bestimmung der RNA-Menge erfolgte photometrisch in einem UV-
Spektrometer (Pharmacia) über die Extinktion bei 260 nm (E260). E260 = 1,0 entspricht einer
RNA-Menge von 45 µg/ml. Die Reinheit der Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe der
Extinktion bei 280 nm (E280) ermittelt; der Quotient E260:E280 sollte bei 1,8 - 2,0 liegen.
2.3.3 Auftrennung von Gesamt-RNA in der Formaldehyd/Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennung der RNA-Fragmente erfolgte in 1%-igen Agarosegelen (Agarose LE,
Boehringer) in Gegenwart von Formaldehyd. Die verschiedenen RNA-Proben wurden mit
Formaldehyd-Probenpuffer auf die Gele geladen und die Fragmente in 1×MOPS Puffer
elektropohoretisch (15-30V, über Nacht) der Größe nach aufgetrennt. Dem RNA
Probenpuffer wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 µg/ml zugesetzt, um
die ribosomalen 18S- und 28S-RNA-Banden auf einem UV-Leuchttisch (λ=366nm) sichtbar
zu machen und so eine Fotodokumentation der geladenen RNA-Mengen zu ermöglichen. Zur
Fotodokumentation diente ein Gel print 2000i-Gerät (MWG Biotech).
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2.3.4 Northern-Blot
Zum Transfer der aufgetrennten RNA aus Formaldehyd/Agarosegelen auf Nitrocellulose-
membranen (MSI, Westborough) wurde die Kapillarmethode verwendet [113].
Die Übertragung der RNA aus dem Agarosegel auf die Membran erfolgte in 10× SSC-Puffer
(20× SSC-Puffer: 1,5 M NaCl, 0,15 M Natriumcitrat-Puffer). In ein wannenartiges Vorrats-
gefäß wurden ca. 1,5 l 10× SSC-Puffer vorgelegt und über die Wanne eine Glasplatte mit
Filterpapier (Whatman) derart positioniert, daß das Filterpapier auf zwei Seiten der Glasplatte
in den Vorratspuffer eintauchte. Darauf wurde das Agarosegel luftblasenfrei plaziert und mit
der vorgequollenen Nitrocellulosemembran (10 Minuten in 10× SSC) abgedeckt. Mittels
Polyethylenfolie wurde der Aufbau sorgfältig abgedichtet. Auf die Membran wurde ein
weiteres Filterpapier und eine hohe Lage Zickzack-Papier gestapelt, eine weitere Glasplatte
darübergeschichtet und mit einem Gewicht von 1 kg beschwert. Der Transfer-Vorgang
dauerte ca. 20 Stunden (über Nacht). Anschließend wurde der Aufbau abgedeckt, die
Membran für 5 Minuten in 2× SSC gespült, der Transfer unter UV (λ= 366nm) kontrolliert
und die 18S- und 28S-Banden markiert. Zur Vernetzung der geblotteten RNA wurde die
Membran für 2 Stunden bei 80°C im Trockenschrank gebacken.
2.3.5 Radioaktive Markierung einzelsträngiger DNA-Sonden mit 32P-ATP
Die Markierung der einzelsträngigen DNA-Sonden wurde mit dem random primed DNA
labelling kit (Boehringer) durchgeführt. Das Prinzip der DNA-Markierung beruht auf der
Hybridisierung einer Mischung von Hexanukleotiden unterschiedlichster Basen-Sequenz an
die zu markierende DNA. Diese Hexanukleotide werden vom Klenow-Enzym als Primer zur
Synthese eines komplementären Stranges verwendet. Das verwendete modifizierte Desoxy-
nukleotid-triphosphat (α32P-dATP) wird dabei in den neu synthetisierten Strang eingebaut.
Zunächst wurde das DNA-Fragment (20-25 ng) 10 Minuten bei 95°C denaturiert und
anschließend für 5 Minuten auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe der unmodifizierten
Desoxynukleotide (dGTP, dTTP, dCTP), 10× Reaktionspuffer, α32P-dATP und Klenow-
Enzym erfolgte die Markierung 30 Minuten bei 37°C. Abstoppen und Reinigung der DNA-
Fragmente von den freien Nukleotiden und der ungebundenen Radioaktivitat erfolgte mit dem
Nucleotide removal kit der Firma Qiagen (Hilden). Die radioaktiven Sonden wurden bis zum
Einsatz in der Hybridisierung bei 4°C gelagert.
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2.3.6 Hybridisierung mit einer radioaktiven DNA-Sonde
Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen wurde die Nitrocellulosemembran mit der
darauf fixierten RNA in einer rotierenden Hybridisierungsröhre mindestens 2 Stunden bei
68°C mit einer Prähybridisierungslösung (Prähybridisierungslösung: 1 M NaCl, 1% SDS,
10% Dextransulfat) vorinkubiert. Die radioaktiv markierte einzelsträngige DNA-Sonde (siehe
2.3.4) wurde bei 95° C für wenige Minuten denaturiert, auf Eis geschockt und zu dem
Hybridisierungs-Ansatz gegeben. Die Hybridisierung dauerte mindestens 12 Stunden (über
Nacht) in einer rotierenden Hybridisierungsröhre bei 68°C. Anschließend wurde die Membran
zuerst für 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2× SSC + 0,2% SDS gewaschen und danach 2×
für 30 Minuten bei 66°C in 2× SSC + 0,1% SDS. Nach dem Trocknen der Membran zwischen
Filterpapier wurde sie in Folie verpackt und bei –80°C auf einem Röntgenfilm exponiert. Die
Dauer der Exposition richtete sich nach der Aktivität der radioaktiven Sonde und der
Hybridisierungs-Effizienz.
2.3.7 Herstellung von Kernextrakten
Die Kernextraktion erfolgte nach der Schnellmethode von Andrews und Faller [114].
Stimulierte Zellen und unstimulierte Kontrollzellen wurden nach entsprechender
Inkubationszeit auf Eis gestellt, das Medium entfernt und 2 × mit eiskaltem PBS + 0,1 mM
Na-Vanadat gewaschen. Nach Absaugen des Waschpuffers wurde auf jede Zellkulturschale
400 µl Puffer A pipettiert (Puffer A: 10 mM Hepes-KOH, pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM
KCl, 0,5 mM DTT, 1 mM Pefabloc, 1 mM Na-Vanadat, 2 µg/ml Pepstatin, 5 µg/ml
Aprotinin, 5 µg/ml Leupeptin), die abgeschabten Zellen wurden zusammen mit dem Puffer in
Eppendorf Caps überführt und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 5 Sekunden vortexen
wurden für 10 Sekunden der Zelldebris und die Zellkerne abzentrifugiert. Die Zellsedimente
wurden mit 50-100 µl Puffer C resuspendiert (Puffer C: 20 mM Hepes-KOH, pH 7,9, 1,5 mM
MgCl2, 420 mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 25% Glyzerol, 0,5 mM DTT, 1 mM Pefabloc, 1 mM
Na-Vanadat, 2 µg/ml Pepstatin, 5 µg/ml Aprotinin, 5 µg/ml Leupeptin) und inkubiert wie mit
Puffer A. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm bei 4°C für 2 Minuten wurden die Überstände,
die die Kernproteine enthalten, abgenommen. 1-5 µl davon wurden zur Proteinbestimmung
verwendet, der Rest bei –20°C gelagert bis zur Weitervewendung.
2.3.8 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA-Sonden
Zur Bestimmung der STAT1/3 Aktivierung in Kernextrakten wurde eine radioaktiv markierte
doppelsträngige m67SIE-DNA-Sonde verwendet. Diese synthetische DNA-Sequenz enthält
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das sis-induzierbare Element (SIE) des humanen c-fos-Promotors [115]. Die Einführung einer
Mutation (m67) bewirkt, daß STAT-1 und STAT-3 mit gleich hoher Affinität binden können
[116]. Die Analyse der NF-kappaB Aktivierung erfolgte mit einer optimierten DNA-Sequenz
[117]. Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA erfolgte durch Auffüllen 5'-
überhängender Enden mit dem Klenow-Enzym (Boehringer) unter Verwendung von α32P-
dATP. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Die freien Nukleotide und die
ungebundene Radioaktivität wurden mit Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits der
Firma Qiagen (Hilden) abgetrennt. Die eingebaute Radioaktivität wurde im β-Counter
bestimmt.
Markierungsansatz:
2,5 pmol DNA (2,5 pmol/µl)
6 µl 10 x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim)
1 µl dCTP (0,5 mM)
1 µl dGTP (0,5 mM)
1 µl dTTP (0,5 mM)
45,5 µl H2O
2 µl [α 32P]dATP
2,5 µl Klenow-Enzym (5 U)
„SIE“ 5‘-GATTGACGGGAACTG-3‘(die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen)
„m67SIE“ 5‘-GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG-3‘
3‘-GCCCTCCCTAAATGCCCTTTACGACTTAA-5‘
„NF-kappaB“ 5’-GATCCTTCTGGGAATTCCTA-3’
2.3.9 Gel-Retentionsanalyse (electrophoretic mobility shift analysis, EMSA)
Das Prinzip der Gel-Retentionsanalyse beruht auf der Interaktion von DNA-bindenden
Proteinen mit den entsprechenden spezifischen radioaktiv (32P) markierten DNA-Sequenzen.
In einem nativen Gel und unter Verwendung von Puffern niedriger Ionenstärke können die
DNA-Protein-Komplexe ohne zu dissozieren bei der Elektrophorese erhalten werden. 5-10 µg
Kernproteinextrakt und 10.000-20.000 cpm der radioaktiven m67-SIE-Sonde wurden für den
EMSA eingesetzt [118].
2.3.10 Herstellung von Zell-Lysaten
Zu lysierende Makrophagen wurden zunächst zweimal mit kaltem PBS/Vanadat gewaschen
und mit einem Gummischaber von der Platte gelöst. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(2 min, 1200 upm) und in 200 µl IP-Puffer aufgenommen. Nach einer Inkubation von 30 min
auf Eis wurde 1 min geschüttelt und danach 5 min bei 10000 upm zentrifugiert. Die
Überstände wurden in neue Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt.
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IP-Puffer:
0,5 % Triton-X100
10 % Glycerol
50 mM Tris/HCl pH 8,0
200 mM NaCl
0,1 mM EDTA
2.3.11 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe des BioRad-Protein-Assays durchgeführt. 200 µl
BioRad-Reagenz wurden mit 800µl Wasser und 3-5 µl der Kernextraktprobe gemischt. In
Plastik-Mikroküvetten wurde die optische Dichte bei 595 nm im Photometer Ultraspec Plus
(Pharmacia Biotechnology) bestimmt. Mit Hilfe einer Eichkurve, die für BSA aufgestellt
wurde, konnte der Faktor zur genauen Berechnung der Proteinmengen ermittelt werden.
2.3.12 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden und reduzierenden
Bedingungen erfolgt proportional zur Masse, da sich SDS in einem konstanten Verhältnis der
Ladung zur Masse an Proteine anlagert und β-Mercaptoethanol die Reduktion von
Disulfidbrücken zu den entsprechenden Thiolen verursacht. Die vorbehandelten Proben
wurden mittels einer SDS-PA-Gelelektrophorese über Nacht bei Raumtemperatur mit ca.
30 mA aufgetrennt. Die hier angewendete Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese
nach Laemmli [119] erfolgte in einer vertikalen Flachgelkammer von Biometra nach
Herstellerangaben.
Acrylamidlösung: 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Trenngel: 7,34 ml aqua dest.
3,36 ml Acrylamidlösung
3,8 ml 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
75 µl 10 % SDS
15 µl TEMED
75 µl 20 % APS
Sammelgel: 4 ml aqua dest.
0,6 ml Acrylamidlösung
313 µl 2 M Tris/HCl pH 6,8
25 µl 10 % SDS
5 µl TEMED
40 µl 20 % APS
Elektrodenpuffer: 25 mM Tris Base
192 mM Glycin
0,1 % SDS
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Die Elektrophorese erfolgte für 16 h bei konstanter Spannung von 60 V oder 2 h bei
konstanter Stromstärke von 35 mA.
2.3.13 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran mit Hilfe des Western Blot semidry-
Verfahrens
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion auf eine PVDF-Membran
übertragen. Dazu diente das Western-Blot-semidry-Verfahren [120]. Es wurden insgesamt 15
3MM Whatman-Papiere und die PVDF-Membran genau auf die Gelgröße zugeschnitten. Die
PVDF-Membran mußte für 5-7 sec in 100  % Methanol getaucht, weitere 5 min gewässert
und dann für 15 min in Anoden-Puffer-II äquilibriert werden. Das Gel wurde für mindestens 5
min in Kathoden-Puffer äquilibriert. Nach kurzem Tränken der Whatman-Filter mit den unten
angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des Blots:
1. Graphitplatte, bildet Anode
2. 6 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-I
3. 3 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-II
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer-II
5. Polyacrylamidgel äquilibriert in Kathoden-Puffer
6. 6 Whatman-Filter getränkt mit Kathoden-Puffer
7. Graphitplatte, bildet Kathode
Die oben aufgeführten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für 1 h bei einem
Andruckgewicht von 1 kg.
Anodenpuffer-I: Anodenpuffer-II: Kathodenpuffer:
0,3 M Tris Base 0,025 M Tris Base 0,4 M 6-Aminohexansäure
20,0 % Methanol 20,0 % Methanol 20,0 % Methanol
2.3.14 Immunpräzipitation
Die Immunpräzipitation erfolgte nach den Standard-Vorschriften von Harlow und Lane [120].
Zelllysate (RIPA-Lysispuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM NaF; 15%
Glyzerol, 0,5% NP-40; 1 mM Na-Orthovanadat; 1 mM EDTA; 5 mg/ml Pepstatin; 5 mg/ml
Aprotinin; 1 mg/ml Leupeptin) wurden mit 1-2 µg Antikörper über Nacht im
Überkopfschüttler bei 4°C inkubiert. Zur Immunpräzipitation der verschiedenen untersuchten
Proteine wurden die Antikörper/Antiseren aus Tabelle 1 verwendet. Anschließend wurden die
Immunkomplexe mit Hilfe von Protein-A-Sepharose (Pharmacia) für eine Stunde bei 4°C im
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Überkopfschüttler präzipitiert. Nach dreimaligem Waschen (RIPA-Waschpuffer: 50 mM
Tris/HCl pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM NaF; 15% Glyzerol, 0,05% NP-40; 1 mM Na-
Orthovanadat; 1 mM EDTA; 5 mg/ml Pepstatin; 5 mg/ml Aprotinin; 1 mg/ml Leupeptin)
wurden die Immunkomplexe mit Lämmli Puffer von der Sepharose gelöst und mit Hilfe einer
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Masse nach aufgetrennt und anschließend durch
Western-blotting auf eine PVDF-Membran übertragen. Die präzipitierten Proteine konnten
durch Immundetektion nachgewiesen werden.
2.3.15 Immundetektion von Proteinen mit Hilfe des ECL-Systems
Das Prinzip der ECL-Detektion von Amersham beruht auf der Oxidation von cyclischen
Diacylhydraziden wie Luminol (5-Amino-2,3-phtalalazin-1,4-dion) in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid und der Meerrettichperoxidase (HRP = horseradish peroxidase) unter
alkalischen Bedingungen. Das nach der Oxidation entstandene Radikal (3-Aminophthalat)
kehrt unter Lichtemission (425 nm) mit einer Reaktionseffizienz von ca. 1% in den
energetischen Grundzustand zurück. Durch die Anwesenheit von chemischen Aktivatoren wie
Phenolen wird die Lichtemission verstärkt und die Chemilumineszenzphase verlängert.
Zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen wurde die mit Proteinen beladene PVDF-
Membran 20 Minuten mit einer 10%-igen Rinderserum-Albumin-Lösung in TBS-N (20 mM
Tris-HCl pH 7,4, 137 mM NaCl, 0,1% Nonidet P-40) geblockt. Die Membran wurde unter
gleichmäßigem Schaukeln mit der jeweiligen Antikörperlösung in einer Verdünnung von
1:1000 in TBS-N 1 h inkubiert, je einmal 15 min und zweimal 5 min mit TBS-N gewaschen
und danach mit der entsprechenden Lösung eines 1:2000 verdünnten HRP-konjugierten
Sekundär-Antikörpers behandelt. Die entstandenen Immunkomplexe konnten mit Hilfe des
ECL-Detektionssystems auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht werden (ECL = enhanced
chemiluminescence, Amersham Pharmacia Biotech).
TBS-N:
20 mM Tris-HCl pH 7,4
137 mM NaCl
0,1 %v/v Nonidet P-40
2.3.16  Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)
Jedes Loch einer Mikrotiterplatte wurde mit 100 µl des auf 5 µg/ml in Coating Buffer A
verdünnten Coating Antikörpers bei 4 Grad Celsius inkubiert. Danach wurde der Coating
Antikörper entfernt und die Platte mindestens 2 Stunden lang mit 200 µl Blocking
Solution/Loch bei Raumtemperatur blockiert. Nach dreimaligem Waschen der Mikrotiter-
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platte mit 200 µl Waschlösung wurden in jedes Loch 100 µl Standard oder Probe und 50 µl
HRP markierter Antikörper pipettiert. Nach 2 Stunden Reaktionszeit und dreimaligem
Waschen wurden 100 µl TMB zugefügt und die Reaktion bei Raumtemperatur beobachtet.
Nach der Verfärbung der Standardkurve wurde die Reaktion  mit 100 µl 1M H2SO4 gestoppt
und die optische Dichte bei 450 nm bestimmt.
Coating Buffer A: 8,0 g NaCl, 1,42 g Na2HPO4x2H2O, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl ad 1000 ml
Blocking Solution: 8,0 g NaCl, 1,42 g Na2HPO4x2H2O, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl, 5,0 g BSA
(FraktionV) ad 1000 ml
Antibody Diluent Buffer: 8,0 g NaCl, 1,42 g Na2HPO4x2H2O, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl,
10,0 g BSA (FraktionV) ad 1000 ml
Wash Buffer: 9,0 g NaCl, 1 ml Tween 20 ad 1000 ml
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3 Ergebnisse
3.1 IL-10 unterdrückt die LPS-induzierte TNFα-Synthese in Makrophagen
stärker als IL-6
Den Zytokinen IL-10 und IL-6 werden pro- und anti-inflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben. Ein Merkmal eines anti-inflammatorischen Proteins ist die Fähigkeit, die
Synthese pro-inflammatorischer Moleküle zu unterdrücken. Die Gruppe von Riley verglich
die anti-inflammatorischen Eigenschaften von IL-6 und IL-10 in murinen Makrophagen
miteinander [109] und konnte nachweisen, daß IL-6 weniger stark als IL-10 die Sekretion von
TNFα nach LPS-Inkubation hemmt.
Die Vermutung, daß IL-10 auch in humanen Makrophagen stärker anti-inflammatorisch als
IL-6 wirkt, wurde in folgendem Experiment überprüft: Humane Makrophagen wurden 24 h
mit LPS und unterschiedlichen Konzentrationen an IL-10 und IL-6 inkubiert, danach wurde
die TNFα-Konzentration im Medium mittels ELISA bestimmt. Die Befunde von Riley
konnten bestätigt werden; auch in humanen Makrophagen inhibiert IL-10 die TNFα-Sekretion
stärker als IL-6 (Abbildung 3-1). Dieses Experiment diente auch als Kontrolle für die
Isolation und die Kulturbedingungen der Makrophagen.
Abbildung 3-1 IL-10 unterdrückt die TNFα-Synthese nach LPS-Stimulation  von Makrophagen stärker
als IL-6. Makrophagen wurden 24 h lang mit je 10 ng/ml LPS und der angegebenen Menge an
IL-6 oder IL-10 im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die TNFα-Konzentration im Überstand
wurde mittels ELISA nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Der 100% TNFα-Wert
entspricht dem Nullwert, d.h. TNFα-Produktion nur in Gegenwart von LPS.
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3.2 Vergleichende Untersuchungen zur Aktivierung des Jak/STAT Signalweges und
der MAP-Kinase-Kaskade nach IL-6- oder IL-10-Stimulation
3.2.1 IL-6 und IL-10 aktivieren STAT3 in ähnlicher Weise
Sowohl IL-10 als auch IL-6 aktivieren nach Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren in
hämatopoetischen Zellen vor allem den Transkriptionsfaktor STAT3 [66]. Phosphoryliertes
STAT3 scheint für die Aktivität von anti-inflammatorischen Mediatoren und die Limitierung
der pro-inflammatorischen Aktivität in Makrophagen von entscheidender Bedeutung zu sein
[110]. Um die Signalwege beider  Zytokine miteinander vergleichen zu können, wurde
versucht, die jeweilige Menge an Zytokin zu bestimmen, die zu einer gleich starken STAT3-
Phosphorylierung und -DNA-Bindungsfähigkeit führt. Sowohl im Western Blot als auch im
Gelshift konnte gezeigt werden, daß 20 ng/ml IL-6 und 10 ng/ml IL-10 eine ähnliche STAT3-
Aktivierung hervorrufen (
Abbildung 3-2). Die Konzentrationsabhängigkeit der STAT3-Aktivierung wurde im Bereich
von 0,5-10 ng/ml IL-10 und von 10-40 ng/ml IL-6 nachgewiesen (
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Zusätzlich wurden Experimente zur Kinetik der STAT3-Aktivierung durchgeführt. Primäre
Makrophagen wurden mit IL-10 oder IL-6 stimuliert und die Dauer der STAT3-
Phosphorylierung wurde mittels EMSA analysiert. Beide Zytokine rufen eine transiente
STAT3-Aktivierung hervor mit einem Maximum nach 20-30 min. IL-10 bewirkt jedoch eine
länger anhaltende STAT3-Aktivierung bis 60 min, während das STAT3-Signal durch IL-6-
Stimulation nach 60 min fast gänzlich abgeklungen ist (Abbildung 3-3). Die IL-10 induzierte
STAT3-Signalkinetik weist ebenso wie die IL-6 vermittelte einen biphasischen Verlauf im
EMSA auf. Nach 150 min wird ein leichter Anstieg der Signalintensität beobachtet.
Abbildung 3-3 Beide Zytokine rufen eine transiente STAT3-Aktivierung hervor, jedoch hält die IL-10
vermittelte STAT3-Aktivierung länger an. Makrophagen wurden mit 10 ng/ml IL-10 bzw 20
ng/ml IL-6 stimuliert. Von den Zellen wurden Kernextrakte präpariert und mit radioaktiver
mSIE-Probe versetzt. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet
und autoradiographiert.
3.2.2 IL-10 aktiviert ebenso wie IL-6 die Tyrosin-Phosphatase SHP2
Die Tyrosin-Phosphatase SHP2 beeinflußt die Signaltransduktion mehrerer Zytokine, jedoch
ist die spezifische Funktion der SHP2 noch nicht vollständig aufgeklärt [121, 122]. SHP2
bindet nach IL-6-Stimulation an das phosphorylierte Tyrosin 759 des gp130, wird selbst
phosphoryliert und interagiert mit dem Adaptormolekül Grb2. Nach der Aktivierung weiterer
Moleküle wird über diesen Signalweg die MAP-Kinase p42/44 phosphoryliert [52]. Für die
Aktivierung der SHP2 durch den Signaltransduktor gp130 ist Jak1 notwendig [123]. Eine
verstärkte und länger anhaltende Phosphorylierung von gp130, Jaks und STAT-Faktoren wird
beobachtet, wenn eine Rekrutierung der SHP2 an den IL-6-Rezeptorkomplex verhindert wird
[123].
Eine SHP2-Phosphorylierung durch IL-10 ist bisher nicht beschrieben worden. Daher war es
interessant, die Frage zu beantworten, ob eine Stimulation von Makrophagen mit IL-10
ebenfalls zu einer SHP2-Phosphorylierung führt.
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Primäre Makrophagen wurden mit IL-6 oder IL-10 stimuliert und SHP2 wurde mit Hilfe eines
spezifischen Antikörpers immunpräzipitiert. Beide Zytokine induzieren die Phosphorylierung
der SHP2 nach 5-10 min (Abbildung 3-4).
Abbildung 3-4 Die Stimulation von Makrophagen mit IL-10 resultiert in einer schnellen SHP2-
Phosphorylierung. Makrophagen wurden jeweils mit 10 ng/ml IL-10 oder 20 ng/ml IL-6
stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und mit einem polyklonalen SHP2-spezifischen
Antikörpers über Nacht bei 4° C inkubiert. Der Antikörper-SHP2-Komplex wurde mit
Protein A-Sepharose präzipitiert, das Antikörper/Protein Gemisch mittels SDS-PA-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Phosphorylierung wurde nach Transfer des Gels auf eine
PVDF-Membran mittels eines Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikörpers nachgewiesen. Für
die Beladungskontrolle wurde der Blot mit einem SHP2-spezifischen Antikörper gegengefärbt.
3.2.3 Aktivierung der MAPK-Kaskade durch IL-6 und IL-10
Die biologischen Effekte von IL-6 werden nicht nur über den JAK/STAT-Weg hervorgerufen,
sondern auch durch die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade [50]. In dendritischen
Zellen, die unter dem Einfluß von IL-4 und GM-CSF aus Blutmonozyten differenzieren,
bewirkt die IL-10-Stimulation keine Aktivierung der MAP-Kinasen p38, p42/44 und JNK
[124]. Eine weitere Publikation [125] berichtet von einer Hemmung der MAP-Kinasen
durch IL-10.
Zur Untersuchung der Phosphorylierung von p42/44 wurden Makrophagen jeweils 5 oder
10 min mit IL-6 oder IL-10 stimuliert. Im Gegensatz zu den erwähnten Studien zeigten die
primären Makrophagen eine p42/44 Aktivierung sowohl nach IL-6- als auch nach IL-10-
Stimulation. Die p38-Kinase und JNK scheinen durch IL-10 nicht aktiviert zu werden
(Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5 IL-10 aktiviert ebenso wie IL-6 die MAP-Kinasen p42/44. Makrophagen wurden mit 10
ng/ml IL-10 bzw mit 20 ng/ml IL-6 5 oder 10 min stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und
mittels SDS-Page aufgetrennt. Die Detektion der Kinasen erfolgte im Western-Blot mit den
entsprechenden AK. Als Positivkontrolle wurden jeweils die Zellen einer Kulturschale mit 10
ng/ml TNFα, 100 U/ml IL-1β oder 10-7 M PMA stimuliert.
3.3 Die IL-10-vermittelte Signaltransduktion läßt sich durch pro-inflammatorische
Mediatoren weniger unterdrücken als die IL-6-induzierte Signaltransduktion
Eine der Wirkungen pro-inflammatorischer Mediatoren ist die Blockade der Signaltrans-
duktion von anti-inflammatorischen Zytokinen. LPS, PMA, TNFα und IL-1β rufen im
Organismus Entzündungsreaktionen hervor und werden als pro-inflammatorische Agenzien
eingeordnet. LPS und PMA sind im Gegensatz zu TNFα und IL-1β keine Zytokine. LPS ist
ein Membranbestandteil gramnegativer Bakterien und PMA ist das Salz einer organischen
Säure. Beide Moleküle werden in Entzündungsmodellen vielfach verwendet.
Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten eine Hemmung der IL-6 vermittelten Signaltrans-
duktion durch LPS und TNFα über die MAP-Kinase p38 sowie durch PMA über die MAP-
Kinase p42/44 [126, 127, 128]. Diese MAP-Kinasen induzieren die Genexpression von
SOCS3, welches nach Bindung an das Tyrosin 759 auf die IL-6 induzierte Signaltransduktion
negativ regulierend wirkt.
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Abbildung 3-6 Die Vorinkubation mit pro-inflammatorischen Mediatoren unterdrückt die STAT3-
Aktivierung nach Stimulation mit IL-10 weniger als nach IL-6. Makrophagen wurden
5 Tage nach Isolation jeweils mit 10 ng/ml LPS, 10-7 M PMA, 10 ng/ml TNFα bzw 100 U/ml
IL-1β 20 min vorinkubiert und anschließend dazu mit jeweils 10 ng/ml IL-10 bzw 20 ng/ml
IL-6 für 20 min stimuliert. Von den Zellen wurden Kernextrakte präpariert und mit
radioaktiver mSIE-Probe (oben) oder NF-κB-Probe (unten) versetzt. Die Proben wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert.
Die Wirkung von pro-inflammatorischen Mediatoren auf das IL-10-signaling wurde bisher
weniger untersucht. Die Arbeitsgruppe von Ivashkiv publizierte, daß IL-1β, LPS und TNFα
die STAT3-Aktivierung durch IL-10 unterdrücken [129]. Für LPS und TNFα wurden die
dazu gehörenden Daten jedoch nicht gezeigt. Auch wurde der Einfluß von LPS, PMA, TNFα
und IL-1β auf das IL-6- bzw. IL-10-signaling im direkten Vergleich bisher noch nicht
untersucht. Diese Frage ist besonders interessant, da beide Zytokine über STAT3
signalisieren, aber unterschiedlich potent hinsichtlich ihrer anti-inflammatorischen Wirkung
sind. Makrophagen wurden jeweils mit LPS, PMA, TNFα oder IL-1β für 20 min vorinkubiert
und anschließend mit IL-10 oder IL-6 für 20 min stimuliert (Abbildung 3-6).
In den primären Makrophagen wird die STAT3-DNA-Bindungsfähigkeit nach IL-6-
Stimulation durch eine Vorinkubation mit LPS, PMA oder TNFα vollständig unterdrückt.
IL1-β blockiert dagegen den IL-6-Signalweg nicht.
          1     2      3     4      5     6     7     8     9    10
1. Stimulation        -     -       PMA         LPS          IL-1        TNF
2. Stimulation         -    IL-6  IL-6 IL-10   IL-6  IL-10  IL-6 IL-10 IL-6 IL-10
STAT3/3
NF-κB
36                                                                                                                                  Ergebnisse
PMA, TNFα und IL-1β beeinflussen die IL-10 vermittelte Signaltransduktion nicht
(Abbildung 3-6). Die Vorinkubation mit LPS bewirkt eine Abschwächung des STAT3-
Signals (Spur 6), jedoch ist es nicht komplett blockiert wie bei IL-6. Je nach Spender fiel der
Effekt von LPS auf IL-10 unterschiedlich stark aus. Beispiele dafür sind in Abbildung 3-6 und
Abbildung 3-11 dargestellt, die eine unterschiedlich starke Verminderung des STAT3-
Signales zeigen. Zur Kontrolle wurde die NF-kB-Aktivierung der Proben analysiert, die die
Wirksamkeit des verwendeten LPS beweisen (Abbildung 3-6 und Abbildung 3-9).
Abbildung 3-7 LPS unterdrückt die STAT3-Phosphorylierung nach IL-6 komplett, nach IL-10 jedoch
nur teilweise. Makrophagen wurden mit den angegebenen Konzentrationen IL-10 bzw IL-6 10
min stimuliert. Die Zellen der Proben 7-12 wurden 20 min mit 10 ng/ml LPS vorinkubiert.
Zelllysate wurden hergestellt und mittels SDS-Page aufgetrennt. Die Detektion erfolgte über
die angegebenen AK.
Um die im EMSA beobachteten Effekte zu konsolidieren, wurde die STAT3-Tyrosinphospho-
rylierung und die SHP2-Phosphorylierung nach IL-6- bzw. IL-10-Stimulation untersucht.
Die Analyse der STAT3-Phosphorylierung im Western-Blot zeigte, daß die Vorstimulation
von Makrophagen mit LPS eine folgende IL-6-vermittelte STAT3-Phosphorylierung
unterdrückt (Abbildung 3-7). Die IL-10-induzierte STAT3-Phosphorylierung ist dagegen
zwar vermindert, aber noch vorhanden. Auch die SHP2-Phosphorylierung nach IL-6 wird im
Gegensatz zu IL-10 durch eine Vorbehandlung mit LPS gehemmt (Abbildung 3-8).
Die experimentellen Befunde bestätigten, daß LPS sowohl die STAT3-Aktivierung als auch
die SHP2-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation komplett blockiert. Dagegen unterdrückt
LPS die STAT3- und die SHP2-Phosphorylierung nach IL-10-Stimulation nur teilweise.
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2. Stimulation        -                IL-6                IL-10   -                IL-6              IL-10
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Abbildung 3-8 LPS unterdrückt die SHP2-Phosphorylierung nach IL-6 Stimulation, nicht jedoch nach
IL-10 Gabe. Makrophagen wurden mit 10 ng/ml LPS und danach jeweils mit 10 ng/ml IL-10
bzw 20 ng/ml IL-6 stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt und mit einem polyklonalen SHP2-
spezifischen Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Der Antikörper-SHP2-Komplex wurde
mit Protein A-Sepharose präzipitiert. Das Antikörper-Protein-Gemisch wurde mittels SDS-PA-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Analyse erfolgte nach Transfer des Gels auf eine PVDF-
Membran mittels eines Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikörpers, für die Beladungskontrolle
wurde der Blot mit einem spezifischen Antikörper gegengefärbt.
Die hier gezeigten Experimente deuten hin auf einen Unterschied zwischen der IL-6- und der
IL-10-induzierten Signaltransduktion bezüglich der Sensitivität gegenüber dem Einfluß pro-
inflammatorischer Mediatoren. Das IL-10-signaling scheint weitaus weniger durch LPS,
PMA, TNFα und IL-1β supprimiert zu werden als die IL-6-abhängige Signaltransduktion.
3.3.1 Bei der Blockade des IL-6-vermittelten STAT3-Signalweges durch LPS, PMA
oder TNFα handelt es sich um einen sehr schnellen Effekt
Primäre Makrophagen wurden 20 min mit IL-6 bzw. IL-10 stimuliert und LPS wurde
entweder 5 min vor der Zytokingabe (Abbildung 3-9, Spuren 3 und 4), gleichzeitig mit der
Zytokingabe (Spuren 5 und 6), 5 min nach der Zytokingabe (Spuren 7 und 8), oder 10 min
nach Zytokingabe (Spuren 9 und 10) dem Kulturmedium zugesetzt. Selbst bei gleichzeitiger
Gabe von IL-6 und LPS ist der STAT3-Signalweg weitgehend blockiert. PMA und TNFα
zeigten die gleiche Wirkung wie LPS bei gleichzeitiger Gabe mit IL-6 (Abbildung 3-10).
Die IL-10 induzierte STAT3-Aktivierung wird im Gegensatz zu IL-6 durch eine gleichzeitige
Gabe von LPS überhaupt nicht gehemmt.
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Abbildung 3-9 Die Blockade der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch LPS ist sehr schnell.
Makrophagen wurden 20 min lang mit 10 ng/ml IL-10 bzw 20 ng/ml IL-6 stimuliert. 10 ng/ml
LPS wurden entweder 5 min vor (Spuren 3+4), gleichzeitig (Spuren 5+6), 5 min nach (Spuren
7+8) oder 10 min nach Zytokingabe (Spuren 9+10) dem Medium zugefügt. Von den Zellen
wurden Kernextrakte präpariert und mit radioaktiver mSIE- oder NF-kB-Probe versetzt. Die
Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert.
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--
-
PMA TNFα
1        2         3          4
STAT3/3
Abbildung 3-10 Die Blockade der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch TNFα und PMA ist sehr
schnell. Makrophagen wurden mit 20 ng/ml IL-6 und gleichzeitig wie angegeben mit 10 ng/ml
TNFα oder 10-7 M PMA 20 min lang stimuliert. Von den Zellen wurden Kernextrakte
präpariert und mit radioaktiver mSIE-Probe versetzt. Die Proben wurden elektrophoretisch
aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert
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3.3.2 Verschiedene Inhibitoren des MAPK-Signalweges sowie Aktinomycin D als
Hemmstoff der Transkription haben keinen Einfluß auf die schnelle Hemmung
des IL-6-signalings durch LPS
Abbildung 3-11 Hemmung der Transkription durch Aktinomycin D hebt die schnelle Blockade der IL-6
induzierten Signaltransduktion durch LPS nicht auf. Makrophagen wurden mit 50 µmol/ml
Aktinomycin D (A) inkubiert und mit 10 ng/ml LPS und jeweils 10 ng/ml IL-10 bzw 20 ng/ml
IL-6 für 15 min stimuliert. Die LPS-Gabe erfolgte entweder 20 min vor der Zytokinstimulation
oder gleichzeitig. Von den Zellen wurden Kernextrakte präpariert und mit radioaktiver mSIE-
Probe versetzt. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet und
autoradiographiert.
Abbildung 3-12 Vorbehandlung der Zellen mit SB203580 hebt die Blockade der IL-6 induzierten
Signaltransduktion durch LPS nicht auf. Makrophagen wurden 45 min mit 10 µmol/ml
SB203580 (SB) inkubiert und  mit 10 ng/ml LPS und 20 ng/ml IL-6 für 15 min stimuliert. Die
LPS-Inkubation erfolgte entweder 20 min vor, 10 min vor oder gleichzeitig mit der IL-6 Gabe.
Von den Zellen wurden Kernextrakte präpariert und mit radioaktiver mSIE-Probe versetzt. Die
Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert.
Die durch LPS verursachte schnelle Blockade der IL-6 induzierten STAT3-Aktivierung
konnte durch Vorbehandlung weder mit Aktinomycin D (Abbildung 3-11) noch mit den
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Inhibitoren der p38-Kinase SB203580 (Abbildung 3-12) und des p42/44-Signalweges
PD98059 (Abbildung 3-13) aufgehoben werden. Eine de-novo-RNA-Synthese ist daher für
den Hemmeffekt nicht erforderlich.
Abbildung 3-13 Vorbehandlung der Zellen mit PD98059 hebt die Blockade der IL-6 induzierten
Signaltransduktion durch LPS nicht auf. Makrophagen wurden 45 min mit 20 µmol/ml
PD98059 (PD) inkubiert und  mit 10 ng/ml LPS und 20 ng/ml IL-6 für 15 min stimuliert. Die
LPS-Inkubation erfolgte entweder 20 min vor oder gleichzeitig mit IL-6 Gabe. Von den Zellen
wurden Kernextrakte präpariert und mit radioaktiver mSIE-Probe versetzt. Die Proben wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert.
3.4 Untersuchungen zum Einfluss des feedback-Inhibitors SOCS3 auf die IL-6- und
die IL-10-induzierte Signaltransduktion
3.4.1 IL-10 induziert den feedback-Inhibitor SOCS3 stärker als IL-6
SOCS-Proteine sind Zytokin-induzierte Inhibitoren, welche die Aktivität der Rezeptor-
assoziierten Jak-Kinasen hemmen [84, 85, 86]. Der genaue Wirkmechanismus ist bisher
unklar, es wird eine kompetitive Inhibition der enzymatischen Aktivität der Jak-Kinasen
angenommen. Für verschiedene Zytokin-Signalwege konnten regulierende Einflüsse der
SOCS-Proteine nachgewiesen werden [95]. Für die IL-6-vermittelte Signaltransduktion wurde
gezeigt, daß IL-6 die Expression von SOCS3 induziert, SOCS3 an das phosphorylierte
Tyrosin759 des IL-6 Rezeptorproteins gp130 bindet und dann durch Hemmung der Jak-
Kinase Aktivität die weitere Signaltransduktion blockiert [52]. 1999 wurde von Finbloom und
Mitarbeitern nachgewiesen, daß IL-10 in Makrophagen SOCS3 induziert [130], weitere Daten
zu dem Einfluß von IL-10 auf die Expression von anderen SOCS-Proteinen liegen nicht vor.
Bisher wurde noch nicht die Induktion der SOCS3-Genexpression durch IL-6 und IL-10 in
Makrophagen miteinander verglichen.
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Primäre Makrophagen wurden 75 min mit IL-6 oder IL-10 stimuliert. Die Zellen weisen eine
basale Genexpression von SOCS3 auf und sowohl IL-6 als auch IL-10 induzieren SOCS3
(Abbildung 3-14).
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Aktinomycin D                  -       -        +        -        +
    1         2       3        4       5
SOCS3
28S
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Abbildung 3-14 IL-6 stimuliert SOCS3 weniger stark als IL-10, obwohl die eingesetze Menge an Zytokin
die gleiche STAT3-Aktivierung bewirkt. Makrophagen wurden mit jeweils 20 ng/ml IL-10
oder mit 40 ng/ml IL-6 75 min stimuliert. Die Zellen für Probe 3 und 5 wurden 15 min vor der
Zytokinstimulation mit 50 ng/ml Aktinomycin D inkubiert. Von den Zellen wurde Gesamt-
RNA präpariert, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die
Membran wurde 16 h mit einer radioaktiv markierten SOCS3-Sonde bei 68° C inkubiert,
anschließend gewaschen und autoradiographiert.
Dieses Experiment zeigte aber auch, daß die Mengen an IL-10 und an IL-6, die die gleiche
STAT3-Aktivierung bewirken, unterschiedlich stark SOCS3 induzieren; IL-10 um etwa den
Faktor 10 stärker als IL-6 (Abbildung 3-14). Die bekannte feedback-Hemmung der IL-6-
Signaltransduktion durch SOCS3 erklärt das schwache Signal nach Inkubation mit IL-6, stellt
aber gleichzeitig auch einen ersten Hinweis für die geringe Sensitivität der IL-10-induzierten
Signaltransduktion auf SOCS3 dar, da IL-10 nach 75 min Stimulation ein starkes SOCS3-
Signal zeigt (Abbildung 3-14).
3.4.2 Im Gegensatz zur IL-6-vermittelten Signaltransduktion läßt sich die IL-10
induzierte Signaltransduktion durch SOCS3 nicht unterdrücken
Um den Einfluß einer SOCS3-Induktion auf die durch IL-6- oder IL-10-induzierte
Signaltransduktion zu untersuchen, wurde ein Versuchsaufbau konzipiert, bei dem nach einer
ersten Zytokinstimulation über 15 min das Medium gewechselt wurde und auf die
anschließende Pause von 45 min eine zweite Zytokinstimulation von ebenfalls 15 min folgte.
Die durch die erste Stimulation angeregte Expression von SOCS3 sollte während der
Zweitstimulation eine Aktivierung von SOCS3 unterdrückbaren Signalwegen verhindern.
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1. Stimulation        -      IL-6      -       IL-6        IL-10           -      IL-10   IL-6
2. Stimulation        -        -                  IL-6                 -              IL-10
      1       2         3        4        5         6        7        8         9
STAT3/3
Mediumwechsel, 45 min Pause
Abbildung 3-15 Eine Erststimulation mit IL-6 oder IL-10 blockiert die STAT3-Aktivierung nach
Zweitstimulation mit IL-6. Erfolgt die zweite Stimulation dagegen mit IL-10, wird das
STAT3-Signal nicht unterdrückt. Makrophagen wurden mit jeweils 10 ng/ml IL-10 oder mit 20
ng/ml IL-6 15 min in der angegebenen Anordnung stimuliert. Nach der ersten Stimulation
wurde das Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen 45 min. bei 37 °C und 5 Vol% CO2
ohne Stimulation inkubiert. Nach der zweiten Stimulation wurden die Kernextrakte präpariert
und mittels radioaktiv markierter mSIE-Probe analysiert.
Nach der alleinigen zweiten Stimulation zeigen beide Zytokine die erwartete starke STAT3-
DNA-Bindung (Abbildung 3-15, Spuren 3 und 7), dagegen ist 60 min nach alleiniger erster
Stimulation das STAT3-Signal bereits abgeklungen (Abbildung 3-15, Spuren 2 und 6).
Erfolgt die erste Inkubation mit IL-6 oder IL-10 und die zweite mit IL-6, findet sich keine
STAT3-Aktivierung (Abbildung 3-15, Spuren 4 und 5). Erfolgt die Zweitstimulation jedoch
mit IL-10, wird STAT3 aktiviert (Abbildung 3-15, Spuren 8 und 9).
Mit diesen Versuchen konnte nachgewiesen werden, daß die IL-6-vermittelte Signal-
transduktion durch eine erste Stimulation mit IL-6 selbst oder mit IL-10 unterdrückt wird.
Dagegen wird die IL-10-induzierte Signaltransduktion durch eine vorherige Inkubation mit
IL-6 oder IL-10 nicht gehemmt.
Um einen Einfluß des durch IL-6 oder IL-10 Vorstimulation induzierten SOCS3 für die
Unterdrückung der IL-6-vermittelten Signaltransduktion zu untermauern, wurde durch
Zugabe von Aktinomycin D die Synthese von SOCS3-mRNA blockiert. In Makrophagen
unterdrückt Aktinomycin D in der verwendeten Konzentration und Wirkdauer die SOCS3-
Induktion durch IL-10 und IL-6 vollständig (Abbildung 3-16, Spuren 3, 5, 9, 11 und 15). LPS
erhöht ebenfalls die SOCS3-Genexpression und wurde deswegen als zusätzliche Kontrolle
verwendet. Mit diesem Experiment konnte auch gezeigt werden, daß die SOCS3-Induktion
sehr schnell verläuft, da bereits eine 15 min Zytokinstimulation die Menge an SOCS3-mRNA
erhöhte (s. Abbildung 3-16, Spuren 6 und 12).
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Abbildung 3-16 Aktinomycin D unterdrückt wirksam die Induktion der SOCS3-Genexpression durch IL-
10, IL-6 und LPS. Makrophagen wurden mit jeweils 10 ng/ml IL-10, 20 ng/ml IL-6 oder 10
ng/ml LPS 15 min in der angegebenen Anordnung stimuliert. Die Zellen für Proben 3, 5, 9, 11
und 15 wurden 15 min vor der Zytokinstimulation mit 50 ng/ml Aktinomycin D inkubiert. Von
den Zellen wurde Gesamt-RNA präpariert, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran transferiert. Die Membran wurde 16 h mit einer radioaktiv markierten SOCS3-Sonde
bei 68° C belassen, anschließend gewaschen und autoradiographiert.
          1      2       3        4        5      6      7       8       9    10     11
Mediumwechsel, 45 min Pause
                                  -      -      SB      A      -    SB      A      -       SB      A      -
1. Stimulation          -                          IL-6                                     IL-10
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STAT3/3
Abbildung 3-17 Hemmung der Transkription mittels Aktinomycin D hebt den Einfluß der
Erststimulation mit IL-6 oder IL-10 auf die nachfolgende Zweitstimulation mit IL-6 auf.
Die Verwendung von SB203580 zeigt keinen Effekt. Makrophagen wurden mit jeweils 10
ng/ml IL-10 oder mit 20 ng/ml IL-6 15 min in der angegebenen Anordnung stimuliert. Nach
der ersten Stimulation wurde das Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen 45 min. bei 37 °C
und 5 Vol% CO2 ohne Stimulation inkubiert. 15 min nach der zweiten Stimulation wurden die
Kernextrakte präpariert und mit radioaktiv markierter mSIE-Probe analysiert.
Mediumwechsel, 45 min Pause
   1      2      3      4      5      6       7       8       9     10     11     12     13     14      15
        1. Stimulation             -              IL-10                -      -                 IL-6                  -     -       LPS
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+          -                     +Aktinomycin D
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Die Hemmung der RNA-Synthese durch Aktinomycin D führte zum Wiederauftreten des IL-6
Signals sowohl nach vorhergehender IL-6- als auch IL-10-Stimulation (Abbildung 3-17,
Spuren 7 und 10). Dieses Ergebnis bestätigt die Vermutung, daß IL-10 und IL-6 durch die
Induktion von SOCS3 die IL-6 vermittelte Signaltransduktion unterdrücken. Analoge Ver-
suche mit Inhibitoren der MAP-Kinasen p42/44 PD98059 und p38 SB203580 zeigten
dagegen keinen Einfluß auf die Zytokin-vermittelte Hemmung der IL-6 Signaltransduktion,
sodaß der MAPK-Signalweg nicht beteiligt zu sein scheint (Abbildung 3-17 + Abbildung
3-18).
          1      2       3        4        5      6      7
Mediumwechsel, 45 min Pause
Vorbehandlung        -     -      A     PD      -     A   PD
1. Stimulation          -             IL-6                   IL-10
2. Stimulation          -                           IL-6
STAT3/3
Abbildung 3-18 Die Hemmung der Transkription mittels Aktinomycin D hebt den Einfluß der
Erststimulation mit IL-6 oder IL-10 auf die nachfolgende Zweitstimulation mit IL-6 auf.
Die Verwendung von PD98059 zeigt keinen Effekt. Makrophagen wurden mit jeweils 10
ng/ml IL-10 oder mit 20 ng/ml IL-6 15 min in der angegebenen Anordnung stimuliert. Nach
der ersten Stimulation wurde das Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen 45 min. bei 37 °C
und 5 Vol% CO2 ohne Stimulation inkubiert. 15 min nach der zweiten Stimulation wurden die
Kernextrakte präpariert und mit radioaktiv markierter mSIE-Probe analysiert. (PD = PD98059,
A = Aktinomycin D)
Um den Einfluß einer feedback-Inhibition auf die IL-10 Signaltransduktion genauer zu
untersuchen, wurde eine IL-10 Doppelstimulation mit länger werdenden Zeitintervallen
zwischen den Stimulationen durchgeführt. Makrophagen wurden 15 min mit IL-10 stimuliert,
danach wurde das Medium entfernt und nach verschieden langen Zeiten (0-5h) ein zweites
Mal 15 min mit IL-10 inkubiert (Abbildung 3-19). Mit zunehmendem Zeitintervall zwischen
den Stimulationen nahm die Intensität des STAT3-Signals zu. Dieses Experiment lieferte
einen weiteren Hinweis auf die feedback-Inhibition des IL-10-signalings.
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Abbildung 3-19 Die IL-10 induzierte STAT3-Aktivierung zeigt den Einfluß eines Feedback-Inhibitors.
Makrophagen wurden mit jeweils 10 ng/ml IL-10 15 min in der angegebenen Anordnung
stimuliert. Nach der ersten Stimulation wurde das Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen
unterschiedlich lange ohne Stimulation inkubiert. Nach der zweiten Stimulation wurden die
Kernextrakte präpariert und mit radioaktiv markierter mSIE-Probe analysiert.
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4 Diskussion
IL-6 ist ein bedeutender Induktor der Akutphase-Reaktion und löst sowohl pro-
inflammatorische (Steigerung der IL-2 Synthese und der Aktivität von Killerzellen) als auch
anti-inflammatorische (verminderte Ausschüttung von IL-1β, TNFα in Makrophagen)
Reaktionen im humanen Organismus aus [43, 44, 50]. IL-10 gilt als stark anti-
inflammatorisches Zytokin und die wichtigste Funktion von IL-10 scheint diejenige zu sein,
Entzündungsprozesse in Makrophagen und anderen Antigen präsentierenden Zellen (APC) zu
limitieren und zu beenden [54, 55]. Diese besondere anti-inflammatorische Wirkung von
IL-10 zeigt sich u.a. darin, daß IL-10 die Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen
(IL-1β, TNFα, IL-12) und Chemokinen (IL-8) in aktivierten APC stärker unterdrückt als
andere Zytokine (IL-4, IL-6), denen ebenfalls anti-inflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben werden [54].
IL-6 und IL-10 aktivieren in primären Makrophagen STAT3, einen Transkriptionsfaktor, der
für die Signaltransduktion beider Zytokine in Makrophagen essentiell ist [109]. STAT3 ist
besonders wichtig für die anti-inflammatorische Wirkung von IL-6 und IL-10 und für die
Limitierung der pro-inflammatorischen Aktivität in Makrophagen [110]. Transgene Mäuse,
die das STAT3-Gen spezifisch in Makrophagen deletiert haben, zeigen im Sepsismodell stark
erhöhte systemische TNFα-Konzentrationen und eine hohe Letalität. In STAT3-defizienten
Makrophagen können IL-6 und IL-10 nach LPS-Stimulation die TNFα-Synthese nicht
unterdrücken.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, den Mechanismus dieser unterschiedlichen
biologischen Wirkung von IL-6 und IL-10 in Makrophagen bei gleicher STAT3-Aktivierung
aufzuklären. O’Farell postulierte einen STAT3-unabhängigen Mechanismus für die besondere
anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 mit Hilfe von Überexpressionsexperimenten [131],
dieser STAT3-unabhängige Mechanismus wurde aber später widerlegt [132]. Die
Arbeitsgruppe von Riley verglich die anti-inflammatorischen Eigenschaften von IL-10 und
IL-6 in murinen Makrophagen miteinander [109]. Ihre Ergebnisse zeigten, daß IL-10
konzentrationsabhängig die TNFα-Produktion nach LPS-Stimulation auf 10% des Ausgangs-
wertes unterdrücken konnte, IL-6 dagegen die TNFα−Produktion nach Stimulation mit LPS
nur auf 70% des Ausgangswertes. Daraufhin untersuchte die Arbeitsgruppe die Abhängigkeit
der wachstumsfördernden und der anti-inflammatorischen Wirkungen von verschiedenen
Motiven des IL-10R1. Für die wachstumsfördernden Eigenschaften von IL-10 genügte das
STAT3-Bindungsmotiv, während für die anti-inflammatorische Wirkung von IL-10 zusätzlich
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zu der STAT3-Bindungssequenz ein bestimmter Serinrest des murinen IL-10R1 notwendig
ist. Riley et al. schlugen als Erklärung für die anti-inflammatorische Wirkung des IL-10 die
Aktivierung eines zusätzlichen, bisher unbekannten Signalweges vor [109].
Eigene Untersuchungen zur anti-inflammatorischen Wirkung von IL-6 und IL-10 in humanen
Makrophagen zeigen ähnliche Ergebnisse wie die Experimente mit murinen Makrophagen.
IL-10 supprimierte die Produktion von TNFα nach LPS-Inkubation auf 10%, IL-6 jedoch nur
zu ca. 60% des Ausgangswertes (Abbildung 3-1). Dieses Resultat war nicht unbedingt zu
erwarten, da das humane und das murine Immunsystem sich durchaus unterscheiden und
humanes und murines IL-10 im jeweiligen Organismus zwar viele ähnliche, jedoch auch
einige unterschiedliche Wirkungen aufweisen. So erhöht murines IL-10 die Expression von
MHC Klasse II Antigenen, während humanes IL-10 diese hemmt. Die endogene, durch LPS
hervorgerufene Produktion von IL-6 und IL-10 spielt für die Auswertung dieser Experimente
keine Rolle, da die eingesetzte Menge an LPS immer gleich war und somit davon auszugehen
ist, daß in allen Kulturschalen die gleiche Menge an endogenem IL-6 und IL-10 produziert
wurde. Dieses Ergebnis bestätigte ebenfalls die Validität der verwendeten Isolations- und
Kulturmethoden der Makrophagen als Grundlage für weitere Experimente, da die
Makrophagen eine physiologische Reaktion auf LPS und Zytokinstimuli zeigen.
Ausgehend von diesen Ergebnissen ergab sich die Frage nach den möglichen Ursachen für die
unterschiedliche anti-inflammatorische Potenz von IL-6 und IL-10 in Makrophagen trotz der
Tatsache, daß beide Zytokine STAT3 aktivieren. Dafür sollten die durch IL-6- oder IL-10-
induzierten Signalwege direkt miteinander verglichen und die Sensitiviät der IL-6- oder
IL-10-vermittelten Signaltransduktion gegenüber pro-inflammatorischen Molekülen wie LPS,
TNFα, PMA aber auch bereits bekannten feedback-Inhibitoren wie SOCS3 untersucht
werden.
IL-6 und IL-10 Stimulation von Makrophagen und aktivierte Signalwege
Zunächst wurde die Konzentrationsabhängigkeit der STAT3-Phosphorylierung und der DNA-
Bindungsfähigkeit nach Stimulation mit IL-6 oder IL-10 untersucht. Die Quantifizierung der
Fähigkeit von IL-6 und IL-10, STAT3 zu aktivieren, sollte einen Vergleich der STAT3-DNA-
Bindungsfähigkeit mit dessen Wirkung ermöglichen. 10 ng/ml IL-10 oder 20 ng/ml IL-6
bewirken eine ähnlich starke STAT3-Tyrosinphosphorylierung und -DNA-Bindungsfähigkeit
(
48                                                                                                                                  Diskussion
Abbildung 3-2). Sie unterscheiden sich aber deutlich in ihrer anti-inflammatorischen Wirkung
(Abbildung 3-1) und der Fähigkeit, SOCS3 zu induzieren (Abbildung 3-14). Dabei wird von
der Annahme ausgegangen, daß das Verhältnis der Expression von IL-6Rα und IL-10R1 als
ligandenbindende Rezeptoruntereinheiten auf der Oberfläche von Makrophagen in der Regel
gleich ist.
Die Bindung von IL-6 und IL-10 an ihre jeweiligen Rezeptoren führt bereits nach ca. 10 min
zur Aktivierung und Phosphorylierung von STAT3 (Abbildung 3-3). Die STAT3-DNA-
Bindungsfähigkeit hält nach IL-10- länger als nach IL-6-Stimulation an. Die IL-10 vermittelte
STAT3-Aktivierung weist ein Maximum nach 20-30 min auf, ist nach 60 min
Stimulationsdauer noch zu ca 70-80% vorhanden und zeigt insgesamt eine langsameres
Abklingen als IL-6 (Abbildung 3-3). Das IL-6-induzierte STAT3-Signal erreicht das
Maximum nach 20 min, ist nach 40 min schon stark vermindert und nach 60 min fast ganz
abgeklungen. Die kurze STAT3-Aktivierung durch IL-6 erklärt sich wahrscheinlich durch die
hohe Sensitivität des IL-6-signalings gegenüber dem feedback-Inhibitor SOCS3. SOCS3-
Protein läßt sich bereits nach 30 min IL-6 Stimulation nachweisen (persönliche Mitteilung F.
Schaper u. P. Fischer). Weitere Ergebnisse dieser Arbeit belegen, daß der IL-10R1 weniger
empfindlich auf SOCS3 zu reagieren scheint als der IL-6-Signal-Transduktor gp130. Daher
könnte die längere IL-10 vermittelte STAT3-Aktivierung in der geringeren SOCS3-
Sensitivität des IL-10R1 begründet sein. Die biphasische Kinetik der STAT3-DNA-Bindung
liefert einen Hinweis darauf, daß das IL-10-signaling analog dem IL-6-signaling über einen
Feedback-Mechanismus reguliert werden könnte.
Die SHP2-Phosphorylierung nach IL-6-Stimulation und die Bedeutung des Tyrosins 759 von
gp130 für die regulatorische Wirkung der SHP2 auf das IL-6-signaling ist hinreichend
untersucht [52, 50, 123]. Der Einfluß von IL-10 auf die SHP2-Aktivierung und -Phos-
phorylierung ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Daher wurden
Makrophagen zu verschiedenen Zeiten stimuliert und SHP2-spezifische Immunpräzi-
pitationen durchgeführt. Diese Experimente zeigten eine Tyrosinphosphorylierung der SHP2
sowohl nach IL-6- als auch nach IL-10-Stimulation (Abbildung 3-4). Die Phosphorylierung
der SHP2 durch IL-10 überrascht, da der IL-10R1 -nicht wie gp130- über das bisher bekannte
SHP2-typische Bindungsmotif YXXL/V/I verfügt. Der intrazelluläre Abschnitt des IL-10R1
weist zwei YXXQ Tyrosinsequenzen (Y446 und Y496) auf, die beide von der SH2-Domäne
des STAT3 erkannt werden [69].
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Eine Möglichkeit der Interaktion von SHP2 und IL-10R1 wäre die Bindung an das von
STAT3 nicht besetzte Tyrosin. Für den Epo-Rezeptor wird diskutiert, daß SOCS3 mit STAT3
um eine Bindungsstelle kompetiert (persönliche Mitteilung S. Haan). Eine andere Möglichkeit
wäre die Interaktion des IL-10R1 und der SHP2 über Jak1. Hinweise für eine solche
Interaktion ergaben sich aus in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigten Daten, die durch
weitere Untersuchungen bestätigt werden müssen.
Weiter konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daß IL-10 ebenso wie IL-6 die
Phosphorylierung der MAP-Kinasen Erk1 und Erk2 induziert (Abbildung 3-5), nicht aber die
der MAP-Kinasen p38 und JNK. Da IL-10 nicht nur anti-inflammatorische sondern auch
wachstums- und differenzierungsfördernde Eigenschaften besitzt, könnten diese durch eine
Aktivierung des Erk1,2 Signalweges moduliert werden. Zu IL-10 und der Ras/Raf/MAPK-
Kaskade liegen nur wenige Untersuchungen vor. Sato et al. stimulierten dendritische Zellen
mit IL-10 und fanden keine Phosphorylierung der MAPK-Kinasen [124]. In myeloiden
Vorläuferzellen konnte dagegen eine Phosphorylierung von Erk1/2 durch IL-10 nachgewiesen
werden. IL-10 wirkte in diesen Zellen anti-apoptotisch, dieser Effekt ließ sich durch den
MEK1,2-Inhibitor PD98059 unterdrücken [133]. Die Phosphorylierung der p42/44-Kinase
nach IL-10-Stimulation könnte ein Zelltyp-spezifischer Effekt sein.
Die durchgeführten Experimente zur Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges und der
MAPK-Kaskade zeigen zwar keine prinzipiellen Unterschiede zwischen den durch IL-6 und
IL-10 vermittelten Signalen, dennoch könnte der festgestellte Unterschied in der Länge der
STAT3-Aktivierung bedeutsam für die biologischen Wirkungen dieser Zytokine sein.
Einfluß der pro-inflammatorischen Mediatoren LPS, PMA, TNFα und IL-1β auf die
Signaltransduktion von IL-6 und IL-10
Zu dem Einfluß von LPS, PMA, TNFα und IL-1β auf das IL-6-signaling existieren bereits
einige Publikationen. Sengupta et al. publizierten 1998, daß 20 min Stimulation mit PMA
ausreichen, um die IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierung durch Aktivierung der p42/44-
Kinase zu blockieren [127]. Diese Untersuchungen wurden allerdings nicht in Makrophagen,
sondern in den Zelllinien CHO, 3T3 und U266 durchgeführt. Die Autoren vermuten einen
p42/44-Kinase-vermittelten post-translationalen Mechanismus, da Aktinomycin D keinen
Effekt auf die Blockade zeigte, das STAT3-Signal aber durch Inkubation mit dem MEK1,2-
Inhibitor PD98059 rekonstituiert werden konnte. In einer späteren Publikation wurde von der
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gleichen Arbeitsgruppe nachgewiesen, daß IL-1β durch die Aktivierung der MAP-Kinase p38
das IL-6-vermittelte STAT3-Signal in humanen Makrophagen hemmt [129]. Die für diese
Studie verwendeten Makrophagen wurden nach der Isolation 2 Tage kultiviert. Weitere
Untersuchungen über die Wirkung von LPS und TNFα auf das IL-6-signaling in
Makrophagen wurden 1999 von unserer Arbeitsgruppe veröffentlicht [126]. Makrophagen
wurden für 40 min mit LPS bzw. TNFα stimuliert und anschließend mit IL-6. Es konnte
gezeigt werden, daß LPS und TNFα SOCS3 induzieren und daß die IL-6 induzierte STAT3-
DNA-Bindung gehemmt wird.
In Gegensatz zur Studie von Ivashkiv et al. [129] führte die in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Inkubation mit IL-1β vor IL-6-Stimulation in Makrophagen zu keiner
Suppression des STAT3-Signals. Die Diskrepanz zu den in der Literatur beschriebenen Daten
könnte auf unterschiedliche Kulturbedingungen zurückzuführen sein, da die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Makrophagen frühestens 4 Tage nach ihrer Isolation für
Experimente verwendet wurden. Die unterschiedliche Kulturdauer der Makrophagen könnte
die Expression des IL-1βR beeinflussen. In Übereinstimmung mit den eigenen Daten wurde
auch keine p38-Aktivierung nach IL-1β-Stimulation beobachtet (Abbildung 3-5, Spur 3). Die
Wirksamkeit des hier verwendeten IL-1β konnte durch NF-κB-Aktivierung nach IL-1β-
Stimulation von HepG2-Zellen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
In eigenen Experimenten konnte gezeigt werden, daß 20 min Stimulation mit LPS, TNFα und
PMA für die Blockade der IL-6-induzierten STAT3-Aktivierung ausreichen (Abbildung 3-6).
Die Blockade durch LPS, PMA und TNFα erfolgt sogar so schnell, daß selbst bei
gleichzeitiger Gabe von pro-inflammatorischen Stimuli und IL-6 die STAT3-Aktivierung
unterdrückt wird (Abbildung 3-9, Abbildung 3-10, Abbildung 3-11). Die Ergebnisse spiegeln
die allgemein anerkannte Reihe der pro-inflammatorischen Aktivität von
LPS>PMA>TNFα>IL-1β wider. Diese Reihenfolge wird auch in der Stärke der MAPK-
Aktivierung deutlich (Abbildung 3-5).
Weitere Untersuchungen zum Einfluß pro-inflammatorischer Mediatoren auf die IL-6-
vermittelte Signaltransduktion wurden mit LPS durchgeführt, da LPS den potentesten pro-
inflammatorischen Mediator darstellt. Experimente mit Aktinomycin D und Inhibitoren der
MAPK-Kaskade hatten keinen Effekt auf die LPS-induzierte Blockade des IL-6-signalings (s.
Abbildung 3-11, Abbildung 3-12, Abbildung 3-13).
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Sowohl LPS als auch PMA und TNFα aktivieren drei MAPK-Signalwege. Die SOCS3-
Genexpression wird Zelltyp-spezifisch über die MAP-Kinasen p38 und Erk1,2 induziert.
Daher könnte eine Blockade eines MAPK-Signalweges durch den anderen ausgeglichen
werden und so den fehlenden Effekt der einzelnen Inhibitoren PD98059 und SB201580
erklären. Eine zweite mögliche Erklärung bestünde darin, daß die Aktivierung der MAPK-
Kinasen durch LPS so stark ist, daß Inhibitoren in der üblichen Konzentration nicht
ausreichend wirken. In diesem Falle würde man aber zumindest eine partiellen Effekt der
Inhibitoren erwarten.
Untersuchungen zur SOCS3-Genexpression in dieser Arbeit weisen geringe Mengen an
SOCS3-mRNA auch in nicht stimulierten Makrophagen nach (Abbildung 3-14, Abbildung
3-16). Da die Hemmung des IL-6-signalings durch SOCS3 sehr effizient ist und dafür schon
geringste Mengen an SOCS3-Protein ausreichen, könnte diese SOCS3-Basalexpression nach
Translation für die Inhibition der IL-6-Signaltransduktion genügen und so den fehlenden
Effekt von Aktinomycin D erklären.
Eine Erklärung für die schnelle Blockade des IL-6-signalings durch LPS, PMA und TNFα ist
schwer zu geben (Abbildung 3-9, Abbildung 3-10, Abbildung 3-11). Eine mögliche Interpre-
tation wäre, daß LPS, PMA und TNFα zusätzlich einen SOCS3-unabhängigen, inhibitorisch
wirkenden Mechanismus aktivieren. Ein anderer Erklärungsansatz bestünde in einer sehr
schnellen Translation der basal vorhandenen SOCS3-mRNA zu SOCS3-Protein.
Die Untersuchungen zur STAT3- und SHP2-Phosphorylierung liefern Hinweise, daß die LPS-
vermittelte Blockade am Anfang der Signalkette von IL-6 stattfindet, nämlich am gp130, der
IL-6 signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit. Eine Vorinkubation der Makrophagen mit
LPS für 20 min und nachfolgende IL-6-Stimulation supprimierte sowohl die STAT3- als auch
die SHP2-Phosphorylierung (Abbildung 3-7 , Abbildung 3-8). Die Konzentration an IL-6
hatte keinen Einfluß bei der LPS-induzierten Suppression des STAT3-Signals (Abbildung
3-7). Untersuchungen zum Einfluß pro-inflammatorischer Mediatoren auf das IL-10-signaling
zeigen ein völlig anderes Bild. PMA, TNFα und IL-1β hemmen das IL-10-signaling nicht
(Abbildung 3-6). Die bereits erwähnte Publikation von Ivashkiv et al. zeigte die partielle
Suppression der IL-10-induzierten STAT3-Aktivierung durch Vorstimulation mit IL-1β
[129]. Die Diskrepanz der hier gezeigten Daten zu denen von Ivashkiv et al. könnte mit
anderen Kulturbedingungen oder anderen Konzentrationen an IL-1β, TNFα und LPS erklärt
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werden. Anzumerken bleibt, daß die Experimente von Ivashkiv et al. zu IL-10 nicht
überzeugen, da lediglich ein Versuch zu IL-10 und IL-1β gezeigt wird und die Daten zu IL-10
und TNFα bzw. LPS nur ohne Abbildungen im Text beschrieben werden. Die Daten zu IL-10
werden in dieser Veröffentlichung weder genauer präsentiert noch diskutiert [129]. Weitere
Publikationen zum Einfluß pro-inflammatorischer Mediatoren auf das IL-10-signaling in
Makrophagen liegen bisher nicht vor.
Da PMA in Makrophagen bereits nach 20 min zu einer starken Aktivierung aller MAP-
Kinasen führt (Abbildung 3-5), scheint der signaltransduzierende IL-10R1 im Gegensatz zu
gp130 nicht sensitiv gegenüber MAP-Kinasen zu sein. Die Stimulationen mit TNFα oder
IL-1β zeigen wie PMA keinen hemmenden Einfluß auf das IL-10-signaling.
20 min Stimulation mit LPS supprimiert die IL-10-induzierte STAT3-Aktivierung nur
teilweise (Abbildung 3-6, Abbildung 3-7), bei gleichzeitiger Stimulation mit LPS und IL-10
hat LPS überhaupt keinen Einfluß auf das IL-10-signaling (Abbildung 3-9, Abbildung 3-11).
Auch die IL-10 vermittelte SHP2-Phosphorylierung wird durch LPS nicht gehemmt
(Abbildung 3-8).
Die unterschiedlichen Wirkungen von PMA, TNFα und LPS auf die IL-10 induzierte STAT3-
Aktivierung im EMSA im Vergleich zu IL-6 liefern Hinweise darauf, daß LPS im Gegensatz
zu PMA und TNFα entweder einen bisher nicht bekannten IL-10-Inhibitor aktiviert, der aber
keine vollständige Blockade bewirkt oder aber soviel SOCS3 induziert, daß das IL-10-
signaling teilweise doch unterdrückt wird. Gegen diese zweite Möglichkeit spricht, daß
Aktinomycin D bei 20 min LPS- und 15 min IL-10-Inkubation keinen Effekt auf die STAT3-
Signalminderung zeigt (Abbildung 3-11). Die Aufklärung des genauen Mechanismus der
LPS-Wirkung auf das IL-10-signaling bedarf weiterer Untersuchungen.
Faßt man die Ergebnisse zusammen, so läßt sich sagen, daß das IL-6-signaling sehr schnell
durch LPS, PMA und TNFα inhibiert wird, sowohl bei Vorinkubation als auch bei
gleichzeitiger Gabe der pro-inflammatorischen Stimuli. Im Gegensatz zu IL-6 ist das IL-10-
signaling durch Vorinkubation mit PMA, TNFα und IL-1β gar nicht zu unterdrücken. LPS
hat bei Vorinkubation nur einen schwach inhibierenden Einfluß auf die IL-10-vermittelte
Signaltransduktion, bei gleichzeitiger Gabe von LPS und IL-10 ins Kulturmedium ist keine
inhibitorische Wirkung von LPS auf das IL-10 signaling festzustellen. Aus den hier
vorgelegten Daten läßt sich der Schluß ziehen, daß LPS im Gegensatz zu PMA und TNFα
einen weiteren inhibitorischen Effekt hat, der für die partielle Suppression des IL-10-
signalings durch LPS verantwortlich ist.
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Die IL-10 vermittelte Signaltransduktion ist weniger sensitiv gegenüber feedback-
Inhibitoren als die IL-6 induzierte Signaltransduktion
Die Aminosäure Tyrosin 759 im gp130 ist der „Angriffspunkt“ für die Suppression der IL-6-
induzierten Signaltransduktion durch SOCS3, da eine Bindung von SOCS3 an dieses Tyrosin
für die inhibitorische Funktion von SOCS3 notwendig ist [52]. Der IL-10R1 besitzt kein
bekanntes SOCS3-rekrutierendes Tyrosinmotiv, daher ergab sich die Frage, wie sensitiv ist
das IL-10-signaling gegenüber SOCS3? 1999 war bereits von Ito et al publiziert worden, daß
IL-10 durch SOCS3-Induktion das IFN-γ-signaling hemmt [130]. Bisher ist nicht bekannt,
durch welchen Mechanismus das IL-10-signaling abgeschaltet wird.
Für den Vergleich der SOCS3-Induktion durch IL-6 und IL-10 wurden die Mengen an IL-6
und IL-10 verwendet, die im Gelshift eine vergleichbar starke STAT3-Aktivierung bewirkten.
10 ng/ml IL-10 induziert ungefähr 10-mal mehr SOCS3 als 20 ng/ml IL-6 bei vergleichbar
starker STAT3-Aktivierung (Abbildung 3-14). Das schwache SOCS3-Signal nach IL-6 läßt
sich über die Feedback-Inhibition erklären. Das starke SOCS3-Signal nach IL-10-Stimulation
wiederum liefert einen Hinweis auf die fehlende Hemmung des IL-10-signalings durch
SOCS3, d.h. entweder ist der IL-10R1 gar nicht oder sehr wenig empfindlich gegenüber
SOCS3.
Um den Effekt von SOCS3 auf das IL-6- bzw. IL-10-signaling miteinander zu vergleichen,
wurde ein Versuchsaufbau gewählt, in dem nach einer ersten Stimulation von 15 min das
Medium gewechselt und eine Pause von 45 min eingehalten wurde. Nach einer
zweiten Stimulation von ebenfalls 15 min wurden die Zellen geerntet.
IL-6 und IL-10 hemmen beide eine nachfolgende IL-6-induzierte, nicht aber eine IL-10-
vermittelte STAT3-Aktivierung (s. Abbildung 3-15). Dieses Experiment wurde in Gegenwart
von Aktinomycin  D als mRNA-Synthesehemmer wiederholt. Es ergab, daß die Hemmung
der zweiten IL-6-Stimulation abhängig von der Proteinsynthese ist (Abbildung 3-17 und
Abbildung 3-18). Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, daß SOCS3 der verantwortliche
Inhibitor der IL-6 vermittelten Signaltransduktion ist. Da die IL-10 induzierte STAT3-
Aktivierung nicht supprimiert wird, scheint SOCS3 die IL-10 vermittelte Signaltransduktion
weniger zu beeinflussen. Um die Wirksamkeit des verwendeten Aktinomycin D
nachzuweisen, wurde der gleiche Versuchsansatz durchgeführt und mit SOCS3-mRNA
detektiert (Abbildung 3-16). 60 min nach einer Inkubation der Zellen mit Aktinomycin D für
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30 min war SOCS3 aufgrund der kurzen Halbwertszeit nicht mehr nachweisbar (Abbildung
3-16, Spur 3, 5, 9, 11, 15). Dieses Experiment zeigt ebenfalls, daß 15 min IL-10 Stimulation
für eine starke SOCS3-Induktion ausreichen (Abbildung 3-16, Spur 2). Die MAP-Kinasen
p42/44 und p38 spielen keine Rolle bei der Hemmung des IL-6-signalings durch IL-6 selbst
bzw. IL-10 (Abbildung 3-17, Abbildung 3-18).
Vergleicht man die STAT3-Signale nach IL-10-Doppelstimulation mit denen nach Einfach-
stimulationen von IL-10, so fällt auf, daß das STAT3-Signal der Doppelstimulation zwar
vorhanden, aber im Vergleich zu dem Signal der Einfachstimulation vermindert ist. Die
Stimulation mit IL-10 scheint einen inhibitorisch wirksamen Mechanismus zu induzieren, der
abhängig von der Proteinsynthese ist, was wiederum für SOCS-Proteine spricht.
Zusammenfassend läßt sich sagen, daß IL-10 sehr wahrscheinlich durch die Induktion von
SOCS3 das IL-6-signaling hemmt, ebenso wie IL-6 seine eigene Signaltransduktion
abschaltet. Dagegen scheint das IL-10-signaling deutlich weniger sensitiv gegen SOCS3 zu
sein. Auf diese Weise könnte IL-10 durch die Induktion der SOCS3-Genexpression die
Signaltransduktion anderer Zytokine negativ regulieren, ohne selbst inhibiert zu werden.
Dieser Mechanismus könnte daher eine wichtige Rolle bei der Deaktivierung der
Makrophagen durch IL-10 spielen. Die IL-10 Doppelstimulation mit wachsenden Zeitlücken
zwischen beiden Stimulationen liefert einen weiteren Hinweis darauf, daß IL-10 über einen
bisher nicht bekannten Feedback-Inhibitor deaktiviert wird (Abbildung 3-19).
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5 Ausblick
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde die IL-6 und die IL-10 vermittelte
Signaltransduktion in primären Makrophagen verglichen. Zudem wurde der Einfluß pro-
inflammatorischer Stimuli auf die IL-6 und IL-10 induzierte STAT3-Aktivierung ebenfalls in
primären Makrophagen untersucht. Als weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit entwickelten sich
die Analysen zur Sensitivität des IL-10-signalings auf den Zytokininhibitor SOCS3. Die
erzielten Ergebnisse werfen weitere interessante Fragen hinsichtlich der IL-6 und der IL-10
induzierten Signaltransduktion auf:
5.1 Fragestellungen zu IL-10 induzierten Signalwegen
Auf welche Weise bewirkt IL-10 die Phosphorylierung der SHP2 ?
Nach den hier gezeigten Daten induziert die Bindung von IL-10 an den IL-10Rezeptor die
Phosphorylierung der SHP2, obwohl dem IL-10R ein typisches SHP2-Bindungsmotif
YXXL/V/I fehlt. Die IL-10 vermittelte Phosphorylierung der SHP2 führt zu der Frage, ob die
SHP2 direkt an ein Tyrosinmotif des aktivierten IL-10R1 bindet, wie es bei dem IL-6
signaltransduzierenden gp130 Rezeptor der Fall ist. Der intrazelluläre Bereich des IL-10R1
enthält 2 Tyrosinmotive YXXQ, die beide STAT3 rekrutieren können. Da aber eines der
beiden Tyrosinmotive für die STAT3-Aktivierung genügt, kann eine Kompetition von SHP2
und STAT3 um das jeweils andere Tyrosinmotiv stattfinden.
Für die Untersuchung dieser Frage könnten zunächst Mutanten des IL-10R1 kloniert werden,
in denen jeweils eines oder beide intrazellulären Tyrosine des IL-10R1 gegen Phenylalanin
ausgetauscht ist. Mit Hilfe dieser Mutanten wäre eine Aussage darüber möglich, ob ein
bestimmtes Tyrosinmotiv des IL-10R1 für die IL-10 induzierte Phosphorylierung der SHP2
notwendig ist. Bindungsstudien mit Biotin-konjugierten Peptiden, die den Tyrosinmotiven
446 und 496 des IL-10R1 entsprechen, würden die Daten der IL-10R1 Mutagenese ergänzen.
Eine Möglichkeit der indirekten Interaktion von SHP2 und IL-10R1 wäre über die
Tyrosinkinasen Jak1 oder Tyk2 denkbar. Eine Jak-SHP2 Interaktion und die
Phosphorylierung der SHP2 durch Jaks konnte von Yin et al gezeigt werden [134]. Ko-
Immunpräzipitationen von Jak1 und SHP2 oder Tyk2 und SHP2 könnten mit einem
spezifischen Antikörper auf die Beteiligung des IL-10R1 an diesem Komplex untersucht
werden.
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Möglicherweise vermittelt IL-10 auch eine Phosphorylierung der Src-Tyrosinkinase, die
wiederum die SHP2 phosphorylieren könnte. Eine Phosphorylierung der SHP2 durch die Src-
Tyrosinkinase wurde von Feng et al nachgewiesen [135]. Dazu müßte zunächst untersucht
werden, ob IL-10 eine Phosphorylierung der Src-Kinase induziert.
Welche Rolle spielt die Phosphorylierung der SHP2 für das IL-10 signaling ?
Für IL-6 konnte eine negativ regulierende Funktion der SHP2 bezüglich der STAT3-
Aktivierung durch Experimente mit SHP2-/- Zellen nachgewiesen werden. Der Vergleich der
STAT3 Aktivierung durch IL-10 in SHP2-/- Zellen und SHP2+/+ Zellen würde die Frage
beantworten, ob die SHP2 ebenfalls die IL-10 induzierte STAT3-Phosphorylierung negativ
beeinflußt. Da die SHP2-/- und die SHP2+/+ Zellen beide den IL-10R1 nicht exprimieren,
müßte der Rezeptor in diese Zellen transfiziert werden.
Ist die Phosphorylierung der SHP2 für die Aktivierung der p42/44-Kinasen notwendig ?
Nach den vorgestellten Ergebnissen bewirkt IL-10 ähnlich wie IL-6 eine Phosphorylierung
und Aktivierung der SHP2 und der p42/44-Kinase. Kürzlich konnte von der Arbeitsgruppe
Zhou et al. gezeigt werden, daß IL-10 die Phosphatidylinositol-3‘-Kinase aktiviert und
Phosphatidylinositol-3‘-Kinase über weitere Moleküle die Phosphorylierung der p42/44-
Kinasen induziert [133]. In SHP2-/- Zellen konnte eine Phosphorylierung der p42/44-Kinase
nach IL-6 Stimulation gezeigt werden [unveröffentlichte Daten, F. Schaper]. Somit ist eine
Phosphorylierung der p42/44-Kinase auch ohne aktive SHP2 möglich.
Daher stellt sich die Frage, ob die SHP2 und weitere Adaptormoleküle wie Grb2 und SOS an
der IL-10  vermittelten Phosphorylierung der p42/44-Kinase  indirekt beteiligt sind oder nicht.
Dafür müßten Untersuchungen bezüglich der Phosphorylierung von Grb2 und SOS sowie der
p42/44-Kinase in SHP2-/- Zellen nach IL-10 Stimulation durchgeführt werden.
Phosphorylierungsassays der p42/44-Kinasen und der SHP2 würden die Interpretation der zu
erwartenden experimentellen Daten erleichtern.
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Welcher Bereich der IL-10 Rezeptoren ist an der Bindung und der Aktivierung der Janus-
Kinasen beteiligt und ist die Spezifität der Janus-Kinasen wichtig für die IL-10 vermittelte
Signaltransduktion ?
Der IL-10 Rezeptorkomplex besteht aus je zwei Molekülen IL-10, IL-10R1 und IL-10R2. Der
IL-10R1 ist mit der Jak1-Kinase assoziiert, der IL-10R2 mit Tyk2. Mit Hilfe von Mutagenese-
Studien  könnten die für die Interaktion mit den Janus-Kinasen wichtigen Aminosäuren der
IL-10 Rezeptoren identifiziert werden.
Durch Untersuchungen mit Jak1-/- Zellen konnte gezeigt werden, daß Jak1 essentiell für die
Signaltransduktion von IL-10 ist [109]. Experimente mit IL-10R1/IFNγR2 Chimären
demonstrierten die Austauschbarkeit von Tyk2 gegen Jak2 [71].  Es stellt sich die Frage, ob
die Spezifität der zweiten Januskinase für die IL-10 induzierte Signaltransduktion von
Bedeutung ist, oder ob Tyk2 auch durch Jak1 oder Jak3 ersetzt werden könnte.
5.2 Einfluss der pro-inflammatorischen Stimuli LPS, PMA und TNFα auf
IL-10 und IL-6
Die Daten dieser Arbeit zu dem Einfluß pro-inflammatorischer Stimuli auf das IL-10 und das
IL-6 signaling zeigen, daß die IL-10 induzierte STAT3 Aktivierung durch Inkubation mit
LPS, PMA und TNFα viel weniger unterdrückt wird als die IL-6 vermittelte STAT3-
Aktivierung.
Auf welche Weise unterdrücken LPS, PMA und TNFα das IL-6 signaling auch bei
gleichzeitiger Gabe ?
Obwohl bekannt ist, daß die Stimuli LPS, PMA und TNFα SOCS3 induzieren und SOCS3
sehr effektiv die IL-6 vermittelte Signaltransduktion hemmt [126, 127, 128], bleibt zu klären,
ob nicht ein weiterer, SOCS3 unabhängiger Mechanismus für die schnelle Blockade des IL-6-
signalings verantwortlich ist. Die Daten zur Hemmung der IL-6 induzierten SHP2-
Phosphorylierung durch LPS und die Schnelligkeit der Blockade sprechen für einen SOCS3
unabhängigen Mechanismus. Dennoch bleibt die Frage zu beantworten, ob eventuell eine
induzierte Translation der basal vorhandenen SOCS3 mRNA für die Blockade des IL-6
signaling ausreicht. Experimente mit Puromycin als spezifischem Hemmer der Translation
könnten zur Klärung dieser Frage beitragen. Eine anderer post-transkriptioneller Effekt von
LPS, PMA und TNFα wäre, die Stabilität der SOCS3-mRNA positiv zu beeinflussen.
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Durch welchen Mechanismus übt LPS die partielle Blockade auf das IL-10 signaling aus ?
PMA und TNFα unterdrücken das IL-10 signaling überhaupt nicht, LPS übt dagegen nach
eine partielle Blockade auf die IL-10 induzierte STAT3 Aktivierung aus, das STAT3-Signal
ist aber nie vollständig unterdrückt. LPS, PMA und TNFα unterscheiden sich offensichtlich in
ihrer Wirkung auf das IL-10 signaling. Es stellt sich die Frage, ob die partielle Blockade von
LPS auf Geninduktion zurückzuführen ist, da LPS nur nach mindestens 20 min Vorinkubation
inhibitorisch auf die IL-10 vermittelte STAT3-Aktivierung wirkt und nicht bei gleichzeitiger
Gabe von LPS und IL-10. Die bisher durchgeführten Experimente mit Aktinomycin D als
Hemmstoff der Transkription sprechen nicht für einen Geninduktions-abhängigen
Mechanismus, es bedarf aber weiterer Untersuchungen zu dieser Fragestellung.
Untersuchungen mit Puromycin als Hemmstoff der Translation wären eine sinnvolle
Ergänzung, um translations-abhängige inhibitorische Mechanismen zu analysieren.
Ein Vergleich der Induktion verschiedener SOCS-Gene durch LPS, PMA und TNFα würde
die Frage beantworten, ob diese pro-inflammatorischen Mediatoren sich in der Fähigkeit,
SOCS-Gene zu induzieren, unterscheiden. Falls LPS ein bestimmtes SOCS-Gen bedeutend
stärker induziert als PMA und TNFα, wäre dieses SOCS-Gen ein Kandidat für die partielle
Blockade des IL-10 signaling durch LPS. Eine Inhibition des IL-10 signalings durch SOCS1
wäre vorstellbar, da SOCS1 nicht wie SOCS3 ein bestimmtes Tyrosinmotiv des
Zytokinrezeptors, sondern direkt an Jak1 bindet.
Untersuchung der anti-inflammatorischen Potenz von IL-6 und IL-10 in RAW-Zellen, die mit
der Y759F-gp130 Mutante transfiziert wurden
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daß IL-10 sehr viel potenter die TNFα-Produktion nach
LPS-Stimulation von Makrophagen unterdrückt als IL-6. Interessant wäre das gleiche
Experiment mit gp130-Y759F transfizierten RAW-Zellen. Falls IL-6 und IL-10  die gleiche
anti-inflammatorische Potenz in diesen Zellen zeigen, wäre die große Sensitivität von gp130
gegenüber SOCS3 eine Erklärung für die unterschiedliche biologische Wirkung von IL-6 und
IL-10 in Makrophagen.
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5.3 Interessante Aspekte zum Thema IL-10 und SOCS-Proteine
Welche Rolle spielen Feedback-Inhibitoren für die Beendigung des IL-10 signalings ?
Die Daten der hier vorliegenden Arbeit liefern Hinweise auf eine Feedback-Inhibition der
IL-10 vermittelten Signaltransduktion. Vorstellbar wäre eine Feedback-Inhibition durch
SOCS-Proteine, z.B. SOCS1. Dieses Protein bindet direkt an Jak1. Eine Untersuchung aller
bisher bekannten SOCS-Gene bezüglich ihrer Induzierbarkeit durch IL-10 wäre ein Ansatz,
potentielle Kandidaten zu erkennen.
Eine Feedback-Inhibition könnte aber auch über andere Mechanismen, z.B. über eine
Beeinflussung der IL-10 Rezeptor Expression vermittelt werden. Hierzu wäre zunächst
sinnvoll, die Expression des IL-10R1 zu untersuchen, da der IL-10R2 auch für die
Signaltransduktion anderer Zytokine (z.B. IL-22) rekrutiert wird und eine Regulation der
Expression des IL-10R2 daher unwahrscheinlich ist.
Bewirkt die Einführung eines SOCS3 spezifischen Tyrosinmotives in den IL-10R1 eine
vermehrte Sensitivität gegenüber SOCS3 ?
Eigene Ergebnisse deuten auf eine geringe Sensitivität des IL-10R1 auf die inhibitorische
Wirkung von SOCS3 hin. Interessant ist die Frage, ob durch den Austausch bestimmter
Aminosäuren die Sensitivität des IL-10R1 gegen SOCS3 erhöht wird. Dafür sollten folgende
Mutationen Q449V oder Q499V vorgenommen werden. Da die beiden STAT3-
Rekrutierungsstellen des IL-101 redundant sind, sollte die IL-10 induzierte STAT3-
Aktivierung durch eine einzelne Mutation nicht beeinträchtigt werden. Erkennbar wäre eine
stärkere Sensitivität des mutierten IL-10R1 durch das fehlende STAT3-Signal nach einer
wiederholten IL-10 Stimulation. Ein solches Ergebnis wäre auch eine Bestätigung der bisher
erhobenen Daten. Ein Reportergen-Assay mit einem IL-10 abhängigen Promotor würde eine
direkten Vergleich der SOCS3-Sensitivität des Wildtyp IL-10R1 und des mutierten IL-10R
durch Kotransfektion von SOCS3 erlauben.
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6 Zusammenfassung
Interleukin-6 und Interleukin-10 sind an der Regulation vieler biologischer Prozesse wie
Genexpression, Zellwachstum und Differenzierung beteiligt. Die Initiation der Signaltrans-
duktion von beiden Zytokinen ist in weiten Teilen aufgeklärt. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Signaltransduktion von IL-6 und IL-10 in primären humanen Makrophagen im
direkten Vergleich untersucht. Zudem wurden die Einflüsse von verschiedenen pro-
inflammatorischen Stimuli und von feedback-Inhibitoren wie SOCS3 auf die Signaltrans-
duktion dieser Zytokine verglichen. Im folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse
zusammengefaßt:
- IL-10 unterdrückt bedeutend stärker als IL-6 die TNFα-Synthese nach LPS-Stimulation
von Makrophagen. Diese unterschiedliche anti-inflammatorische Wirkung ist umso
erstaunlicher, da sowohl IL-6 als auch IL-10 vor allem den Transkriptionsfaktor STAT3
aktivieren.
- Der direkte Vergleich der STAT3-Aktivierung durch IL-6 und IL-10 ergab kaum
Unterschiede zwischen beiden Zytokinen, lediglich hielt die IL-10-vermittelte STAT3-
DNA-Bindungsfähigkeit etwas länger an, im Durchschnitt ca 20-30 min. Die IL-10-
induzierte STAT3-Aktivierung ist ebenso wie die IL-6 vermittelte konzentrationsab-
hängig, transient und zeigt einen biphasischen Verlauf. Dieses Ergebnis deutet auf die
Induktion eines Feedback-Inhibitors für IL-10 hin.
- Die Stimulation von primären Makrophagen mit IL-10 bewirkte ähnlich wie IL-6 die
Phosphorylierung der Tyrosinphosphatase SHP2 und der p42/44 MAP-Kinasen, obwohl
dem IL-10R1 ein typisches SHP2-Bindungsmotiv fehlt.
Weiter wurde in dieser Arbeit der Einfluß pro-inflammatorischer Stimuli auf die IL-6- und die
IL-10-induzierte Signaltransduktion im direkten Vergleich untersucht. Dabei zeigte sich die
IL-10-vermittelte STAT3-Aktivierung viel weniger unterdrückbar als die IL-6-induzierte. Die
fehlende Sensitivität des IL-10-signalings auf negativ regulierende pro-inflammatorische
Stimuli könnte eine der Ursachen für die unterschiedlichen anti-inflammatorischen
Wirkungen von IL-6 und IL-10 sein:
- PMA und TNFα konnten die STAT3-Aktivierung nach IL-10-Stimulation überhaupt nicht
unterdrücken, weder nach 20 min Vorinkubation noch nach gleichzeitiger Gabe von
Stimulus und IL-10. LPS zeigte einen partiellen Effekt auf das IL-10-signaling nur nach
20 min Vorinkubation.
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- Im Gegensatz dazu vermochten LPS, PMA und TNFα sowohl nach 20 min Vorinkubation
als auch bei gleichzeitiger Gabe von Stimulus und IL-6 ins Kulturmedium die STAT3-
Aktivierung durch IL-6 vollständig zu unterdrücken.
- Die Hemmung der Transkription durch Aktinomycin D hatte keinen Einfluß auf die
Blockade des IL-6-signalings durch LPS, sodaß entweder die in Makrophagen vorhandene
geringe basale Expression an SOCS3-mRNA ausreichend für die Blockade ist oder durch
LPS ein weiterer, inhibitorisch wirkender Mechanismus, der sehr schnell wirksam ist,
induziert wird.
- Da LPS nicht nur die STAT3-Aktivierung nach IL-6-Stimulation blockiert, sondern auch
die SHP2-Phosphorylierung, muß die Blockade an gp130 oder an den Jak-Kinasen
erfolgen. Die IL-10-induzierte SHP2-Phosphorylierung wird durch LPS nicht inhibiert.
Das Tyrosin759 des gp130-Rezeptors vermittelt die inhibitorische Wirkung von SOCS3 auf
die IL-6 induzierte Signaltransduktion. Dem IL-10R1 fehlt ein vergleichbares Tyrosinmotiv.
Daher ergab sich die Frage, ob das IL-10-signaling in gleicher Weise wie das IL-6-signaling
durch SOCS3 hemmbar ist.
- Beide Zytokine verstärken die Genexpression von SOCS3 in Makrophagen, IL-10
bedeutend mehr als IL-6. Die starke SOCS3-Induktion durch IL-10 stellte einen ersten
Hinweis darauf dar, daß das IL-10-signaling durch SOCS3-Protein wenig unterdrückt
wird.
- Eine erste Stimulation mit IL-6 oder IL-10 unterdrückte die durch eine folgende zweite
IL-6 Stimulation induzierte STAT3-Aktivierung. Erfolgte die zweite Stimulation jedoch
durch IL-10, wurde STAT3 aktiviert. Wenn die Transkription durch Aktinomycin D
gehemmt wurde, hatte die erste Stimulation mit IL-6 oder IL-10 keinen Einfluß auf die
folgende zweite Inkubation mit IL-6.
Aus diesen Ergebnissen läßt sich der Schluß ziehen, daß IL-10 die IL-6-vermittelte
Signaltransduktion durch die Induktion von SOCS3 unterdrückt, aber nicht sein eigenes
signaling. IL-6 hemmt die eigene Signaltransduktion durch die Aktivierung des SOCS3-Gens.
Die IL-10 vermittelte Signaltransduktion ist im Vergleich zu IL-6 deutlich weniger sensitiv
auf den feedback-Inhibitor SOCS3.
Die unterschiedliche Sensitivität der IL-6- und IL-10-vermittelten Signaltransduktion gegen-
über dem feedback-Inhibitor SOCS3 könnte eine weitere Ursache für die verschiedene anti-
inflammatorische Wirkung von IL-6 und IL-10 sein, könnte aber auch der Grund für den
unterschiedlichen Einfluß von PMA und TNFα auf diese Zytokine sein.
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